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resumo 
 
 
Nos últimos anos tem-se observado uma procura crescente de produtos naturais 
e de origem renovável, o que tem promovido uma investigação intensiva nas 
áreas alimentar, farmacêutica e da biorrefinaria em geral. Pode mencionar-se o 
interesse das indústrias nutracêutica e farmacêutica em compostos naturais 
para fins terapêuticos, e o desenvolvimento e implementação de métodos mais 
eficientes de separação e purificação.  
Nesta dissertação estudou-se o isolamento dos ácidos betulínico, oleanólico e 
ursólico por técnicas cromatográficas, mais especificamente por leito móvel 
simulado (SMB). São ácidos triterpénicos presentes na natureza, podendo ser 
extraídos de cascas, folhas e frutas de espécies vegetais, e apresentam 
propriedades biológicas reconhecidas. No entanto, a sua separação é complexa 
devido à sua semelhança estrutural.  
Neste momento está a ser montada uma unidade de SMB no laboratório do 
Grupo EgiChem (CICECO, UA), sendo necessário realizar ensaios preliminares 
para selecionar as fases móvel e estacionária mais adequadas, bem como 
otimizar as suas condições de operação. Para isso, analisou-se a influência do 
par solvente/adsorvente na separação destes ácidos triterpénicos através da 
medição de solubilidades, seletividades e coeficientes de transferência de 
massa.  
Foram testadas três colunas analíticas C18 (octadecil) de vários fabricantes e 
com tamanhos de partícula diferentes (Apollo, Spherisorb S10 e Spherisorb S5), 
totalizando-se 78 experiências e todas com repetições. Verificou-se que os 
melhores resultados foram obtidos com a coluna Apollo e que a mistura 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) era a mais eficaz para separar os ácidos 
betulínico e oleanólico. A presença de acetonitrilo na fase móvel melhorou a 
separação do ácido betulínico dos restantes ácidos, mas prejudicou a separação 
dos ácidos oleanólico e ursólico. A partir deste momento a dissertação focou-se 
no isolamento dos ácidos betulínico e oleanólico, realizando-se experiências de 
curvas de rutura para obter os parâmetros do processo.  
Determinaram-se experimentalmente as isotérmicas de adsorção com a coluna 
Apollo e a mistura acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v), utilizando-se o método de 
adsorção-dessorção. As constantes de equilíbrio linear dos ácidos betulínico e 
oleanólico foram: ܪ୆୅ = ͳ.ͻ͵ e ܪ୓୅ = ʹ.Ͳͻ, respetivamente. Para além disso efetuou-se a modelação das curvas de rutura com a equação de Klinkenberg, 
aplicável a sistemas lineares, obtendo-se as constantes de equilíbrio e os 
coeficientes globais de transferência de massa de LDF (modelo da força diretriz 
linear) seguintes: para o ácido betulínico, ܪ୆୅ = ʹ.ʹͶ e ܭ୐ୈ୊,୆୅ = ͺ.ͺͳ� ��ିଵ; 
para o ácido oleanólico ܪ୓୅ = ʹ.͵͸ e ܭ୐ୈ୊,୓୅ = ͵ͳ.ͷ� ��ିଵ.  Por fim, simulou-se a separação da mistura de ácidos betulínico e oleanólico 
numa unidade de SMB com configuração 2-2-2-2, usando o enchimento da 
coluna Apollo, a fase móvel acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) e os parâmetros 
de equilíbrio e cinéticos otimizados atrás. Os resultados mostraram que o 
sistema assim especificado é capaz de produzir os dois compostos com purezas 
superiores a 99 %.  
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Abstract 
 
In recent years there has been a growing demand for natural products and 
renewable sources, which has promoted intensive research in the areas of food, 
pharmaceuticals and biorefinery in general. Specifically, the nutraceutical and 
pharmaceutical industries are interested in natural compounds for therapeutic 
purposes and subsequently in the development and implementation of more 
efficient separation and purification methods. 
In this dissertation the isolation of betulinic, oleanolic and ursolic acids was 
studied by chromatographic techniques, more specifically by simulated moving 
bed (SMB). These compounds are triterpenic acids present in nature; they can 
be extracted from bark, leaves and fruits of plant species, and have proven 
biological properties. However, their separation is difficult because of their 
structural similarity. 
Currently, an SMB unit is being assembled in the laboratory of the EgiChem 
Group (CICECO, UA); it is necessary to carry out preliminary tests to select the 
most suitable mobile and stationary phases, and to optimize its operating 
conditions. For this, the influence of the solvent/ adsorbent pair on the separation 
of these triterpenic acids was analyzed through the measurement of solubilities, 
selectivities and mass transfer coefficients. 
Three C18 (octadecyl) analytical columns from different manufacturers and with 
different particle sizes (Apollo, Spherisorb S10 and Spherisorb S5) were tested, 
totalizing 78 experiments; they were all duplicated. The best results were 
obtained with the Apollo column and the 50/50 acetonitrile/methanol mixture (%, 
v/v) was the most effective for separating betulinic and oleanolic acids. The 
presence of acetonitrile in the mobile phase improved the separation of betulinic 
acid from the remaining acids but hampered the separation of oleanolic and 
ursolic acids. From this moment, the dissertation focused on the isolation of the 
betulinic and oleanolic acids, performing breakthrough experiments to obtain the 
process parameters. 
The adsorption isotherms were determined experimentally with the Apollo column 
and the 50/50 acetonitrile/methanol mixture (%, v/v), using the adsorption-
desorption method. The linear equilibrium constants of betulinic and oleanolic 
acids were: ܪ୆୅ = ͳ.ͻ͵ and ܪ୓୅ = ʹ.Ͳͻ, respectively. Moreover, the Klinkenberg equation was applied to linear systems, obtaining the equilibrium constants and 
the global linear mass transfer coefficients (LDF) as follows: betulinic acid ܪ୆୅ =ʹ.ʹͶ and ܭ୐ୈ୊,୆୅ = ͺ.ͺͳ� ��ିଵ; for oleanolic acid ܪ୓୅ = ʹ.͵͸ and ܭ୐ୈ୊,୓୅ =͵ͳ.ͷ� ��ିଵ. 
Finally, the separation of the mixture of betulinic and oleanolic acids in a SMB unit 
of 2-2-2-2 configuration was simulated using the Apollo column packing, the 
mobile phase acetonitrile/ methanol 50/50 (%, v/v) and the optimized equilibrium 
and kinetic parameters above. The results showed that a system with these 
specifications is capable of separating the two compounds with purities greater 
than 99%. 
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1. Introdução 
 
Atualmente, a forte dependência de combustíveis fósseis aliada ao seu 
progressivo consumo e risco de desaparecimento levantam grandes 
preocupações ambientais e políticas. O petróleo é a principal fonte de 
produtos químicos com as mais variadas aplicações, bem como fonte 
energética nos setores industrial e dos transportes. Para tal, são processados 
a nível mundial cerca de 84 milhões de barris por dia. No entanto, prevê-se 
que este número aumente para 116 milhões de barris por dia, sendo o setor 
automóvel responsável por um aumento de consumo de petróleo de 60 % 
[1].  
A emissão de gases com efeito de estufa para a atmosfera, provenientes 
da queima de combustíveis fósseis, é a principal causa identificada das 
variações climáticas sentidas nas últimas décadas. Estas alterações 
provocaram mudanças profundas nos solos, causadas pelos fenómenos de 
seca extrema ou inundações, ameaçando, entre outros, a agricultura e, 
consequentemente, a economia.  
Com este panorama preocupante, a humanidade reconheceu que é 
necessário recorrer a matérias primas mais sustentáveis. Atualmente é 
possível produzir energia a partir de fontes renováveis tais como biomassa, 
sol, vento e água. No entanto, a produção de químicos, materiais e 
combustíveis dependerá da biomassa vegetal e da transição da produção 
destes a partir de recursos não renováveis por biomassa vegetal [2]. 
O interesse da utilização de biomassa vegetal na produção de 
biocombustíveis, bioenergia e bioprodutos/materiais conduziu à procura da 
valorização dos subprodutos e resíduos oriundos da exploração das indústrias 
papeleiras, alimentares, corticeira, entre outras. O estudo destes resíduos e 
subprodutos revelam que contêm compostos químicos de valor acrescentado, 
nomeadamente, ácidos triterpénicos com propriedades farmacológicas e 
nutracêuticas muito interessantes [3]–[5].  
Esta dissertação tem como objetivo principal o estudo da separação de 
três ácidos triterpénicos – ácidos betulínico, oleanólico e ursólico – por 
cromatografia líquida tendo em vista o seu isolamento por tecnologias de leito 
móvel simulado (SMB).  
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Em termos de estrutura, a dissertação encontra-se dividida em cinco 
capítulos. No Capítulo 1 são abordados os conceitos teóricos para o 
enquadramento e compreensão do presente trabalho. No Capítulo 2 
concentra-se na modelação de sistemas cromatográficos, com o objetivo de 
representar os resultados experimentais de equilíbrio e de curvas de rutura, 
bem como simular um leito móvel simulado. No Capítulo 3 são descritos todos 
os procedimentos experimentais, materiais e equipamentos utilizados na 
realização das experiências. No Capítulo 4 são analisados e discutidos os 
resultados obtidos na parte experimental, nomeadamente a escolha das 
melhores fases móveis e estacionárias para a separação dos três ácidos 
triterpénicos em estudo (ácidos betulínico, oleanólico e ursólico) e a 
determinação das isotérmicas de adsorção e parâmetros de transporte. Por 
fim, no Capítulo 5 reúnem-se as principais conclusões deste trabalho e 
destacam-se algumas sugestões para trabalho futuro.  
 
 
1.1 A biorrefinaria em Portugal 
 
Entende-se por biorrefinaria uma unidade industrial que integra 
tecnologias e processos (químicos, biológicos e/ou físicos) capazes de 
processar biomassa para gerar produtos de elevado valor 
acrescentado/reduzido volume (químicos e nutracêuticos) ou de baixo valor 
acrescentado/elevado volume (biodiesel e bioetanol) [1], [6], [7].  
Ao contrário das refinarias petroquímicas, a biorrefinaria utiliza como 
alimentação recursos renováveis (biomassa) e transforma-os em 
bioprodutos/materiais, biocombustíveis e em bioenergia, o que contribui para 
a redução do impacte ambiental (Figura 1.1).  
A biomassa consiste em resíduos provenientes da agricultura (espigas, 
cascas, palha e folhas), aquacultura (microalgas e algas marinhas), da 
exploração florestal (árvores, troncos, folhas, ramos e frutos), de resíduos 
sólidos municipais (papel e cartão) e da indústria alimentar[1], [8]–[10]. O 
aproveitamento destes resíduos traduz-se na diminuição da exploração de 
recursos petroquímicos, reduzindo a emissão de dióxido de carbono para a 
atmosfera [11].  
Portugal é um país com potencial para a produção de recursos 
renováveis através de biomassa. Em 2010 a floresta portuguesa ocupava 
35.4 % do território nacional, o que equivale a 3.2 milhões de hectares [12]. 
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No entanto, registou-se uma diminuição da área florestal de 57 mil hectares 
desde 2005, devido à desflorestação provocada pelo corte de árvores e 
incêndios.  
 
 
Figura 1.1 – Representação esquemática da produção de biocombustíveis, bioenergia e 
biomateriais através do uso da biomassa (Imagem adaptada de [13]).    
 
Segundo os resultados publicados pelo Instituto da Conservação da 
Natureza e das florestas (ICNF) em 2010, as espécies predominantes em 
Portugal são o eucalipto (Eucalyptus globulus), pinheiro bravo (Pinus 
pinaster) e o sobreiro (Quercus suber) (Figura 1.2). 
A espécie Eucalyptus globulus é uma matéria-prima fundamental para 
a produção de pasta e papel, por lhes conceder uma excelente qualidade a 
ponto de serem considerados os melhores a nível mundial. As indústrias de 
pasta e papel contribuem fortemente para a economia portuguesa, uma vez 
que 70 % da pasta produzida destina-se ao mercado externo [14].  
Em 2015, as indústrias papeleiras associadas da CELPA - Associação da 
Indústria Papeleira foram responsáveis pela gestão de cerca de 202 mil 
hectares de área florestal, o que corresponde a 2.3 % de território nacional 
[12].  
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Figura 1.2 -  Representação da área florestal, por espécie dominante, em Portugal continental, 
em 2010 (Resultados apresentados pelo ICNF [12]). 
  
Durante a produção de pasta e papel é feito um aproveitamento 
intensivo da biomassa. Por exemplo, aproveita-se o licor negro, subproduto 
do processo, como biocombustível, representando 69 % dos combustíveis 
consumidos na fábrica [12]. Durante a preparação da madeira são retirados 
folhas, cascas, frutos e ramos, sendo só utilizados os toros para o fabrico da 
pasta. Estes resíduos são aproveitados para a produção de bioenergia nas 
centrais termoelétricas, para a sua utilização na própria instalação fabril ou 
injetada na rede nacional elétrica.  
Alguns estudos revelam que a biomassa vegetal aproveitada para 
produzir bioenergia contém uma concentração significativa de compostos 
químicos de valor acrescentado [4], [5], [15]. Um estudo feito à casca interna 
e externa do Eucalyptus globulus revela que a casca externa contém um teor 
de extratáveis lipofílicos superior à casca interna [5]. Os principais 
constituintes identificados na casca externa são ácidos triterpénicos com as 
estruturas principais de lupano, oleanano e ursano, nomeadamente, os ácidos 
betulónico, 3-acetilbetulínico, betulínico, oleanólico, 3-acetiloleanólico, 
ursólico e 3-acetilursólico. Na casca interna, os principais componentes são 
β-sitosterol e a β-amirina. A fração de triterpenóides extraída da casca 
externa da Eucalyptus globulus é cerca de 25 g/kg de casca externa [5], o 
que demonstra o potencial da exploração destes compostos. 
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1.2 Ácidos triterpénicos na biomassa 
  
Os ácidos triterpénicos pertencem ao subgrupo dos terpenóides, 
considerados a maior classe de produtos naturais com mais de 23 000 
compostos identificados [16]. Os terpenóides possuem uma variedade de 
atividades biológicas benéficas que são utilizadas em diversas áreas, tais 
como, perfumaria, cosmética, alimentar e farmacêutica [3], [16], [17]. Os 
ácidos triterpénicos estão presentes em várias plantas (folhas, cascas e 
caules) e em frutos e vegetais (por exemplo, cascas de maçã, grainhas da 
uva e azeitonas) [3], [18]. 
Nos últimos anos, os ácidos betulínico (3β-hydroxy-lup-20-en-28-oic), 
oleanólico (3β-hydroxy-olean-12-en-28-oic), ursólico (3β-hydroxyurs-12-en-
28-oic) (Figura 1.3) e seus derivados têm sido alvo de investigação científica 
profunda quanto às suas propriedades farmacológicas e nutracêuticas [19]–
[24]. O ácido betulínico possui propriedades anticancerígenas [22], [25], 
anti-malária [26], anti-helmíntica [27], antibacteriana [22], anti-inflamatória 
[28], antinociceptivo [22], antioxidante [29] e inibe o vírus da 
imunodeficiência humana (HIV) [22], [29]. Os ácidos oleanólico e ursólico 
possuem baixa toxicidade [19] e apresentam propriedades hepatoprotetoras 
[19], [30], antibacteriana [31], anti-inflamatória [19], antitumoral [20] e 
antihiperlipidémico [19]. 
 
 
 
 
 
 
 
Ácido betulínico (BA) Ácido oleanólico (OA) Ácido ursólico (UA) 
Figura 1.3 – Fórmulas de estrutura dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico. 
 
Como já foi referido na secção 1.1, os ácidos betulínico, oleanólico e 
ursólico estão presentes na casca do Eucalyptus globulus, subproduto das 
indústrias de pasta e papel utilizado para a produção de energia em caldeira 
(Figura 1.4).  
Para além das indústrias de pasta e papel, em Portugal existe a 
indústria corticeira, que produz cerca de 100 mil toneladas de cortiça, sendo 
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responsável por 49 % da produção mundial (valores relativos ao ano de 2010) 
[32]. No setor corticeiro, a espécie Quercus suber é utilizada para a produção 
de rolhas de cortiça de vinho e de aglomerados para isolamentos acústicos e 
térmicos [33]. O processamento da cortiça gera elevadas quantidades de 
resíduos, denominado por “pó de cortiça”. Estes resíduos não integram o 
processamento de rolhas, sendo então utilizados para a produção de energia 
[33]. O ácido betulínico é o principal ácido triterpénico presente nestes 
resíduos, sendo possível obter uma fração de 11.7 g/kg de cortiça (Figura 
1.4) [33]. Por último, as indústrias produtoras do azeite representam um 
marco importante na economia portuguesa, com uma produção de azeitona 
para azeite de 765 mil toneladas, segundo o Instituto Nacional de Estatística 
(INE) a 31 de janeiro de 2016 [34]. Na colheita de azeitonas de Olea 
europaea geram-se grandes quantidades de resíduos, nomeadamente as 
folhas de oliveira, que podem representar 10 % do peso total das azeitonas 
que chegam aos moinhos [35], [36]. As folhas de oliveira podem servir para 
alimentação de gado ou ser queimadas com os galhos provenientes da 
colheita [35]. Estudos realizados com folha de oliveira revelam que esta 
contém quantidades abundantes de ácido oleanólico, representando 3.0 - 3.5 
% do peso seco da folha (Figura 1.4) [37]. 
Pode-se concluir que nos resíduos produzidos pelas três indústrias 
citadas existem quantidades abundantes de ácidos triterpénicos (ácidos 
betulínico, oleanólico e ursólico) que com as suas propriedades 
farmacológicas e nutracêuticas podem ser aplicados em diversas áreas, 
concedendo deste modo valor comercial à biomassa vegetal, que 
anteriormente não era valorizada como fonte de extratáveis. 
Atualmente, existem métodos de extração para recuperação dos ácidos 
triterpénicos da biomassa vegetal, tais como, extração Soxhlet, maceração, 
extração acelerada usando solventes (accelerated solvente extraction, ASE), 
extração assistida por ultrassons (ultrasonic assisted extraction, UAE), 
extração assistida por micro-ondas (microwave assisted extraction, MAE), 
extração  supercrítica (supercritical fluid extraction, SFE) e extração com 
líquidos iónicos (ionic liquids extraction) [3]. Contudo, o seu isolamento é 
complexo devido à sua semelhança estrutural, requerendo, por exemplo, 
técnicas cromatográficas que sejam eficientes, rápidas e de baixo impacto 
ambiental. Os ácidos oleanólico e ursólico são isómeros de posição e ocorrem 
frequentemente em simultâneo na mesma planta, dificultando a separação 
da corrente de extrato [38]. 
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Figura 1.4 – Representação esquemática das principais fontes vegetais de extração dos ácidos 
betulínico, oleanólico e ursólico (Imagem adaptada de [3]). 
 
 Apesar do número elevado de publicações sobre as propriedades 
benéficas destes ácidos e suas aplicações nas diversas áreas, estes ainda não 
são produzidos para esses efeitos. Os ácidos betulínico, oleanólico e ursólico 
são vendidos por alguns fornecedores de reagentes químicos, porém as 
quantidades disponíveis para venda são baixas e os preços praticados são 
muito distintos, não havendo um valor de referência que possibilite a sua 
comparação (Tabela 1.1). Contudo, verifica-se que os lotes com pureza mais 
elevada disponíveis no mercado são de volume reduzido e os seus preços são 
muito elevados em resultado dos custos de purificação.   
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Tabela 1.1- Resumo de purezas e preços de ácidos triterpénicos disponibilizados por algumas 
empresas. 
ÁĐido ďetulíniĐo  
FoƌŶeĐedoƌ Puƌeza ;%Ϳ Ƌtd ;ŵgͿ pƌeço ;€Ϳ pƌeço/g ;€Ϳ 
Sigŵa-AldƌiĐh ϵϴ 
ϱ ϰϰ ϴϴϬϬ 
Ϯϱ ϭϱϮ ϲϬϴϬ 
ϵϳ ϭϬ ϱϯ,ϴ ϱϯϴϬ 
Ak SĐieŶtifiĐ 
ϵϴ ϱ Ϯϰ,ϲ ϰϵϮϬ Ϯϱ ϴϰ,ϳ ϯϯϴϴ 
ϵϳ ϭϬϬ ϳϲ,ϱϱ ϳϲϱ,ϱ ϭϬϬϬ Ϯϰϰ,ϯϰ Ϯϰϰ,ϯ 
AktiŶ ĐheŵiĐals ϵϴ ϱϬϬϬ ϰϲϮ,ϴϮ ϵϮ,ϱϲ ϭϬϬϬϬ ϳϮϬ ϳϮ,ϬϬ 
EǆtƌasǇŶthese ϵϴ ϮϬϬ ϲϬϬ ϯϬϬϬ 
ÁĐido oleanóliĐo 
FoƌŶeĐedoƌ Puƌeza ;%Ϳ Ƌtd ;ŵgͿ pƌeço ;€Ϳ pƌeço/g ;€Ϳ 
Sigŵa-AldƌiĐh ϵϳ 
ϭϬ ϳϰ,ϯ ϳϰϯϬ 
ϭϬϬ ϭϮϬ,ϱ ϭϮϬϱ 
ϱϬϬ ϰϱϳ ϵϭϰ 
Ak SĐieŶtifiĐ ϵϴ 
ϭϬϬ ϲϲ,ϳ ϲϲϳ 
ϱϬϬ ϯϮϭ,Ϭϳ ϲϰϮ,ϭϰ 
ϭϬϬϬ ϯϵϰ,ϱϳ ϯϵϰ,ϱϳ 
AktiŶ ĐheŵiĐals ϵϴ ϱϬϬϬ ϭϳϭ,ϱϭ ϯϰ,ϯϬϮ ϭϬϬϬϬ Ϯϱϳ,Ϯϲ Ϯϱ,ϳϮϲ 
EǆtƌasǇŶthese ϵϵ ϮϬϬ ϲϱϬ ϯϮϱϬ 
ÁĐido ursóliĐo 
FoƌŶeĐedoƌ Puƌeza ;%Ϳ Ƌtd ;ŵgͿ Pƌeço ;€Ϳ Pƌeço/g ;€Ϳ 
Sigŵa-AldƌiĐh 
ϵϴ,ϱ ϱ ϭϬϯ,ϱ ϮϬϳϬϬ Ϯϱ ϰϭϬ,ϱ ϭϲϰϮϬ 
ϵϬ ϭϬϬ ϵϲ,ϰ ϵϲϰ ϱϬϬ ϯϯϭ ϲϲϮ 
Ak SĐieŶtifiĐ ϵϴ 
ϭϬϬ ϱϲ,ϳϱ ϱϲϳ,ϱ 
ϱϬϬ ϭϳϵ,ϱϰ ϯϱϵ,Ϭϴ 
ϭϬϬϬ ϮϳϮ,ϱϱ ϮϳϮ,ϱϱ 
AktiŶ ĐheŵiĐals ϵϴ 
ϱϬϬϬ ϭϮϴ,ϵϳ Ϯϱ,ϳϵϰ 
ϭϬϬϬϬ ϭϵϯ,ϰϮ ϭϵ,ϯϰϮ 
ϮϬϬϬϬ ϮϵϮ,Ϯϴ ϭϰ,ϲϭϰ 
EǆtƌasǇŶthese ϵϴ ϮϬϬ ϴϰϬ ϰϮϬϬ 
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1.3 Separação cromatográfica   
 
A cromatografia é um processo de separação simples, porém poderoso, 
sendo já bastante aplicado a nível industrial. O princípio baseia-se na 
separação dos compostos de uma mistura através da diferença de afinidades 
desses compostos para a fase estacionária (adsorvente) [39], [40]. O 
processo consiste na injeção da mistura na corrente da fase móvel, que escoa 
continuamente dentro da coluna cromatográfica. Uma vez que os compostos 
têm diferentes afinidades para a fase estacionária, estes percorrem a coluna 
com velocidades diferentes (Figura 1.5). Os compostos com menores 
afinidades para o adsorvente movem-se a uma velocidade superior, sendo os 
primeiros a serem detetados à saída da coluna, enquanto que os compostos 
com maiores afinidades se movem com velocidades inferiores, sendo 
detetados mais tarde. Contudo, este processo não é contínuo, ou seja, a 
produtividade é limitada e os consumos de solventes da fase móvel são 
elevados [41]. 
 
Figura 1.5 – Diagrama esquemático de uma cromatografia para a separação de dois 
componentes, A e B (Imagem adaptada de [40]). 
 
Para superar essas limitações, foi desenvolvida a tecnologia de Leito 
Móvel Verdadeiro (True Moving Bed, TMB). A operação é feita circulando a 
fase líquida e a fase sólida (adsorvente) em contracorrente, maximizando a 
força motriz requerida para a transferência de massa entre as fases (Figura 
1.6). A fase líquida entra continuamente na secção I, enquanto que a fase 
sólida entra continuamente na secção IV. Pela corrente de alimentação, 
situada entre as secções II e III, é continuamente injetada a solução, 
contendo A e B. Na saída das secções I e III são retirados o extrato, rico no 
composto fortemente adsorvido (B), e o refinado, rico no composto 
fracamente adsorvido (A). Idealmente, a fase líquida que sai da secção IV 
não contém nenhum dos dois componentes presentes na alimentação e é 
reaproveitada, entrando novamente na secção I. Analogamente, a fase sólida 
que sai da secção I é regenerada e reintroduzida na secção IV. 
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Figura 1.6 – Diagrama esquemático de quatro secções de um leito móvel verdadeiro (TMB) 
para a separação de dois componentes: A (fracamente adsorvido) e B (fortemente adsorvido) 
(Imagem adaptada de [42]). 
 
A tecnologia TMB possui vantagens em relação ao processo 
cromatográfico convencional. O reaproveitamento da fase líquida reduz o 
consumo de solventes, assegura a obtenção dos produtos com elevados graus 
de pureza e, por último, sendo um processo contínuo, aumenta a 
produtividade. Contudo, a movimentação das duas fases provoca o desgaste 
do sólido e do próprio equipamento, o que torna desvantajoso o uso desta 
tecnologia [43][42]. 
 
1.4 Leito Móvel Simulado (SMB) e aplicações 
industriais 
 
Em 1961 foi desenvolvido e patenteado pela Universal Oil Products 
(UOP) o conceito de Leito Móvel Simulado (SMB), que tem como propósito 
superar as limitações da tecnologia TMB [44]. O SMB baseia-se em promover 
o contacto em contracorrente entre o adsorvente e o eluente, porém, a 
movimentação da fase sólida é simulada. É feita a troca periódica dos pontos 
de entrada e de saída das correntes fluidas, no sentido do fluxo da fase 
11 
  
líquida. Esta simulação é feita através do uso de um sistema de válvulas por 
forma a garantir que as trocas sejam eficientes.  
A tecnologia SMB tem como vantagens a redução do consumo de 
solvente, aumento da produtividade, elevado grau de pureza dos produtos e, 
por último, o aumento do tempo de utilização das colunas cromatográficas 
comparado com o TMB. 
Uma unidade clássica de SMB é constituída por colunas empacotadas 
com adsorvente, distribuídas por quatro secções. O número de colunas por 
secção depende da configuração concebida para a unidade. O SMB possui 
duas correntes de entrada (alimentação e eluente) e duas correntes de saída 
(extrato e refinado). Idealmente, o componente mais retido (B) deve ser 
completamente dessorvido na secção I e completamente adsorvido na secção 
IV. O componente menos retido (A) deve ser completamente dessorvido na 
secção II e completamente adsorvido na secção III (Figura1.7). 
A primeira implementação à escala industrial da tecnologia de SMB foi 
realizada pela UOP, em 1961, com o processo Sorbex®. Na indústria 
petroquímica podem citar-se ainda o processo Parex®, para a separação de 
p-xileno de uma mistura de isómeros usando zeólitos, o processo Molex®, 
para a separação de parafinas de uma mistura de hidrocarbonetos 
ramificados e cíclicos, e o processo Olex®, para a separação de olefinas das 
parafinas [39][45]. Na indústria de açúcares foi implementado um leito móvel 
simulado com o processo Sarex®, para a separação da frutose do xarope de 
milho utilizando resinas de permuta iónica [39][45].  
 
 
Figura 1.7 – Diagrama esquemático de um leito móvel simulado (SMB) com quatro secções, 
para a separação de dois componentes, A e B (Imagem adaptada de [42]). 
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Em 1990 apareceram as primeiras aplicações desta tecnologia nas 
áreas da química fina, farmacêutica e biotecnologia. Na indústria 
farmacêutica, a introdução do SMB trouxe vantagens aos processos de 
obtenção de enantiómeros puros. Esta tecnologia eliminou os problemas 
associados aos processos de separação cromatográficos de grande escala 
industrial, onde eram necessárias elevadas quantidades de fase móvel e 
elevados custos de adsorvente [43]. O sucesso do SMB nas separações 
quirais conduziu ao interesse crescente da implementação deste processo, 
refletindo-se igualmente no aumento significativo de publicações de artigos 
científicos desde a década de 90 (Figura 1.8).  
 
 
Figura 1.8 – Representação gráfica das publicações sobre a tecnologia SMB no período de 
1989 a 2017. Número total de publicações com a palavra-chave “simulated moving bed”: 990 
resultados [46].  
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2. Modelação 
2.1 Isotérmicas de adsorção   
 
 O modelo de isotérmica de adsorção é crucial para a previsão do 
desempenho cromatográfico na separação de compostos. Os modelos 
lineares são muitas vezes válidos em cromatografia analítica, onde se opera 
a concentrações baixas. Representando por ݍ୧ e ܥ୧ as concentrações do 
componente � nas fases sólida e fluida, respetivamente, e por ܪ୧ a sua 
constante de equilíbrio ou distribuição, a expressão matemática duma 
isotérmica linear é dada por:   ݍ୧ = ܪ୧ܥ୧ (1) 
 
Na cromatografia preparativa, as condições de operação permitem 
trabalhar numa gama de concentrações mais elevadas e nestas condições 
surgem frequentemente desvios ao modelo linear, ocorrendo competição 
entre os diferentes componentes. As isotérmicas do tipo Langmuir são as 
mais utilizadas na cromatografia preparativa [47], [48]. Estas assumem que: 
(i) a superfície do adsorvente é homogénea, (ii) cada sítio de adsorção 
adsorve uma molécula de soluto e só se forma uma única camada e (iii) não 
existem interações entre as moléculas adsorvidas. A isotérmica de Langmuir 
para misturas binárias é dada pela seguinte equação: 
 ݍ୧ = ܾܳ୧ܥ୧ͳ + ܾଵܥଵ + ܾଶܥଶ (2) 
 
onde i= 1 e 2 representam os compostos menos e mais retido, 
respetivamente. O modelo utiliza 3 parâmetros: a capacidade do adsorvente, ܳ, e as constantes de equilíbrio de adsorção, ܾଵ e ܾଶ. Em alguns sistemas é 
utilizada numa combinação do modelo linear com o modelo de Langmuir:  
 ݍ୧ = ܪ୧ܥ୧ + ܾܳ୧ܥ୧ͳ + ܾଵܥଵ + ܾଶܥଶ (3) 
 
Este modelo considera que o adsorvente contém sítios não seletivos, 
representados pelo termo linear, ܪ୧, e também contém sítios seletivos. 
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Podem ainda ser utilizados outros modelos mais complexos, como, por 
exemplo, a isotérmica bi-Langmuir que contém dois termos de Langmuir 
competitivos:  ݍ୧ = ܾܳ୧ܥ୧ͳ + ܾଵܥଵ + ܾଶܥଶ + ܳᇱ ୧ܾᇱܥ୧ͳ + ܾଵᇱܥଵ + ܾଶᇱܥଶ (4) 
 
 Outro modelo também encontrado para misturas binárias é a 
isotérmica de Langmuir-Freundlich, representada por: ݍ୧ = ܾܳ୧ܥ୧௡౟ͳ + ܾଵܥଵ௡భ + ܾଶܥଶ௡మ (5) 
 
No caso de ݊ଵ = ݊ଶ = ͳ�recupera-se o modelo de Langmuir representado pela 
equação (2). 
 
2.2 Modelo de equilíbrio para adsorção em coluna  
 
 As equações de balanço material para um componente i numa coluna 
de adsorção são fundamentais para o conhecimento da dinâmica de uma 
coluna. O caso mais simples é o do designado modelo de equilíbrio que 
representa uma coluna de adsorção ideal. Este modelo considera: (i) 
escoamento pistão do fluido na coluna, (ii) equilíbrio instantâneo entre o 
fluido e o sólido em qualquer ponto da coluna, ou seja, as resistências à 
transferência de massa são desprezáveis, (iii) queda de pressão nula e (iv) 
operação isotérmica. O balanço material a um componente i num elemento 
diferencial de volume é: ݑ୧ �ܥ୧ୠ�� + �ܥ௜௕�ݐ + ͳ − �ୠ�ୠ �ݍ୧∗�ݐ = Ͳ (6) 
 
onde ݑ୧ é a velocidade intersticial do fluido, �௕ a porosidade do leito, ܥ୧ୠ é a 
concentração do componente i na fase fluida, ݍ୧∗ é a concentração do 
componente i na fase sólida em equilíbrio com o fluido, � e ݐ são as variáveis 
posição e tempo, respetivamente. 
A isotérmica de equilíbrio na forma geral é dada por:  ݍ୧∗ = ݂ሺܥ୧ୠሻ (7) 
 
Combinando as equações (6) e (7) e utilizando a relação cíclica entre 
as derivadas parciais, é possível obter a velocidade de propagação de uma 
concentração ܥ୧ através do leito: 
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ݑ஼౟ = ൬݀�݀ݐ൰஼౟ = ݑ୧ͳ + ͳ − �௕�௕ ݂ᇱሺܥ୧ሻ (8) 
 
onde ݂ᇱሺܥ୧ሻ representa a derivada da isotérmica de adsorção. 
Don de Vault foi responsável pela derivação desta equação e 
demonstrou a importância das isotérmicas de equilíbrio no comportamento 
de um sistema cromatográfico [43], [49]. Se a isotérmica for favorável, ݂′ሺܥ୧ሻ 
diminui à medida que a concentração aumenta e, consequentemente, ݑ஼౟ 
aumenta. A onda de concentrações é compressiva e origina a formação de 
um choque, correspondente ao tempo estequiométrico, ݐୱ୲ (Tabela 2.1 (a)). 
Se a isotérmica for desfavorável, ݂′ሺܥ୧ሻ aumenta com o aumento da 
concentração e, consequentemente, ݑ஼౟ diminui (Tabela 2.1 (b)). No caso de 
a isotérmica ser linear, ݂′ሺܥ୧ሻ é constante e toda as concentrações se 
propagam à mesma velocidade (Tabela 2.1 (c)). 
 
Tabela 2.1 - Diagramas esquemáticos dos perfis de concentração e curva de rutura para 
isotérmica favorável, desfavorável e linear (Imagem modificada de [48]). 
 
Isotérmica Perfil de concentração no leito Curva de rutura 
(a) 
   
(b) 
 
  
(c) 
   
 
 
16 
  
2.3 Estudo de uma coluna de adsorção real 
 
 A dinâmica de adsorção em coluna depende de vários fatores que 
afetam o processo, tais como, a hidrodinâmica, a dispersão axial, a cinética 
de transferência de massa (resistências externa e interna à transferência de 
massa) e a isotérmica de adsorção. Assumindo escoamento pistão com 
dispersão axial, o comportamento de uma coluna de adsorção é traduzido 
pelos balanços materiais ao leito (equação 9) e ao adsorvente (equação 10), 
condições iniciais (equações 12 e 13), condições fronteira (equações 14 a 17) 
e isotérmica de equilíbrio (secção 2.1). 
 
Tabela 2.2- Equações da coluna de adsorção real. 
 
Coluna de adsorção 
Balanço material a um componente i num dado volume de coluna: −ࡰ܉� �૛࡯ܑ܊��૛ + ܑ࢛ �࡯ܑ܊�� + �࡯ܑ܊�࢚ + ૚ − �܊�܊ �ࢗഥ࢏�࢚ = ૙ (9) 
Balanço material à partícula adsorvente: �ܑࢗ�࢚ = ࡰࢋࢌ࢘૛ ��࢘ ൬࢘૛ �ܑࢗ�࢘ ൰ (10) 
Cálculo da concentração média do sólido, ࢗଙഥ : ࢗ଍ഥ = ૜ࡾ૜න ࢘૛ܑࢗ�ࢊࡾࡾ૙  (11) 
Condições iniciais: ࢚ = ૙�ሺ∀�ሻ, �࡯ܑ܊ = ૙ (12) ࢚ = ૙�ሺ∀�ࡾሻ, ��ܑࢗ = ૙ (13) 
Condições fronteira:  � = ૙�ሺ∀�࢚ ൒ ૙ሻ, ��࡯ܑ܊ = ࡯ܑ۴ +�ࡰࢇ�࢛࢏ �࡯࢏࢈�ࢆ  (14) � = ૙,��� �࡯ܑ܊�� = ૙ (15) ࢘ = ૙,��� �࡯ܑ܊�࢘ = ૙ (16) ࢘ = ࡾ, ��ܑࢗ = ܑࢗ,� (17) 
 
Assumindo o modelo da força diretriz linear (LDF) para a transferência 
de massa, a acumulação de soluto � no sólido é dado por: �ݍనഥ�ݐ = ܭ௅஽ி,୧ሺݍ୧∗ − ݍത௜ሻ = ܭ௅஽ி,୧ܪ୧ሺܥ୧ୠ − ܥ୧∗ሻ (18) 
 
onde, ܭ௅஽ி,୧ é o coeficiente global de transferência de massa de LDF, ܪ୧ é a 
constante de equilíbrio de adsorção, ݍ୧ = ܪ୧C୧, e ܥ୧∗ é a concentração em 
17 
  
equilíbrio com ݍത௜. A aproximação introduzida pela equação 18 simplifica o 
modelo, substituindo as equações 10, 11, 15 e 16.  
 Quando a isotérmica é linear (ݍ୧ = ܪ୧C୧), o modelo LDF é aplicável, a 
dispersão axial é desprezável e a velocidade do fluido é constante, o conjunto 
de equações que modelam o processo de adsorção em leito fixo possui uma 
solução analítica obtida por Anzelius. Klinkenberg propôs uma expressão 
simples que ajusta muito bem a solução analítica rigorosa, com erro médio 
inferior a 0.6 %. 
 Apresentam-se de seguida as equações diferenciais 19 e 20 
adimensionalizadas e a expressão de Klinkenberg correspondente (equação 
21). 
Balanço material ao leito: ���ߛ + ���� = Ͳ (19) 
 
Balanço material à partícula: ���� = � − � (20) 
 
onde: � = ஼౟஼౟ూ, � = ௤౟௤౟ూ∗  ,  � = ு౟௄ಽವಷ,౟௨౟ ቀଵିఌౘఌౘ ቁ � é a variável posição 
adimensionalizada e � = ܭ௅஽ி,୧ ቀݐ − ௭௨౟ቁ representa a variável tempo 
adimensionalizado e corrigido pelo deslocamento do fluido.  
 ܥ୧ܥ୧୊ ≈ ͳʹ + ��� ቆ√� − ඥ� + ͳͺ√� + ͳͺඥ�ቇ (21) 
 
A função erro, ����ሺݔሻ, é definida por:  
 ���ሺݔሻ = √ʹߨන ݁ି௫మ௫଴ ݀ݔ (22) 
 
2.4 Modelação de um leito móvel simulado (SMB) 
 
 A modelação do leito móvel simulado (modelo SMB) pode ser feita de 
duas formas: (i) simular especificamente um SMB considerando o movimento 
periódico das correntes de entrada e de saída da unidade; (ii) considerar uma 
unidade TMB equivalente, na qual se considera o movimento do sólido e do 
líquido em contracorrente.  
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O modelo SMB considera que o sólido se encontra fixo nas colunas, no 
entanto, o seu movimento é simulado pelo movimento periódico das 
correntes de entrada e de saída do SMB. O escoamento da fase líquida é 
geralmente descrito por escoamento pistão com dispersão axial. Na Tabela 
2.3 encontram-se sumariadas as equações, condições iniciais e fronteira do 
modelo SMB. 
 Deve-se ter em conta que cada coluna desempenha funções diferentes 
durante um ciclo, o que leva à mudança das condições iniciais e fronteira de 
cada coluna após cada tempo de comutação, ݐ∗. Assim sendo, o SMB opera 
em estado estacionário cíclico (CSS), ao contrário do leito móvel verdadeiro 
(TMB) que opera em estado estacionário. Uma vez atingido o CSS, os perfis 
de concentração internos variam ao longo de um ciclo e estes são idênticos 
para o mesmo instante de tempo em ciclos consecutivos. 
No modelo TMB, assume-se que o líquido e o sólido se deslocam em sentidos 
opostos e as correntes de entrada e de saída da unidade são fixas. No 
entanto, apesar das diferenças entre as duas unidades de separação, os 
modelos destas apresentam equações semelhantes.  
A equivalência entre os modelos SMB e TMB estabelece-se mantendo 
iguais as velocidades do líquido em relação à velocidade do sólido, ou seja, a 
velocidade intersticial de líquido na unidade SMB é igual à soma das 
velocidades intersticiais de líquido e sólido no modelo TMB [50]: 
 ݒ୨∗ = ݒ୨ + ݑୱ (23) 
Além disso, a velocidade do sólido no modelo TMB está relacionada 
com o tempo de comutação ou rotação ሺݐ∗ሻ do modelo SMB [50], ݑୱ = ܮୡݐ∗ (24) 
onde ܮୡ representa o comprimento de uma coluna na unidade SMB. 
A previsão do desempenho da unidade SMB feita pelo modelo do TMB 
equivalente é mais precisa quanto maior for o número de colunas por secção 
(por exemplo, um número total de 8 colunas num SMB de 4 secções) [51].  
O projeto de uma unidade TMB consiste em definir os caudais em cada 
secção de forma a assegurar a separação desejada. 
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Tabela 2.3 - Equações, condições iniciais e fronteira do modelo SMB do modelo SMB.  
 
  
Para tal, é necessário definir as restrições seguintes para que seja possível a 
recuperação do composto menos retido (BA) pela corrente de refinado e do 
composto mais retido (OA) pela corrente de extrato [50]: 
 ୍ܳ�ܥ୓୅,୍ܳୱݍ୓୅,୍ > ͳ ; ୍୍ܳ�ܥ୆୅,୍୍ܳୱݍ୆୅,୍୍ > ͳ e ୍୍ܳ�ܥ୓୅,୍୍ܳୱݍ୓୅,୍୍ < ͳ (38) ୍୍୍ܳ�ܥ୆୅,୍୍୍ܳୱݍ୆୅,୍୍୍ > ͳ e ୍୍୍ܳ�ܥ୓୅,୍୍୍ܳୱݍ୓୅,୍୍୍ < ͳ ; ୍ܳ୚�ܥ୆୅,୍୚ܳୱݍ୆୅,୍୚ < ͳ 
onde ୍ܳ, ୍୍ܳ, ୍୍୍ܳ e ୍ܳ୚ são os caudais volumétricos de líquido do TMB nas 
secções I até IV, ܳ௦ é o caudal da fase sólida,�ܥ୆୅,୨ ܥ୓୅,୨ são as concentrações 
dos compostos BA e OA na fase líquida, e ݍ୆୅,୨ e ݍ୓୅,୨ são as concentrações 
dos compostos BA e OA na fase sólida, na secção j. 
Modelo SMB 
Balanço material ao componente i num elemento de volume da coluna j: �࡯ܑܒ�࢚ = ࡰ܉�,ܑܒ �૛࡯ܑܒ��૛ −�࢜࢐∗ �࡯ܑܒ�� −� ሺ૚ି�܊ሻ�܊ �ܑࢗܒ�࢚   (25) 
Balanço material ao componente i na partícula: �ࢗഥܑܒ�࢚ = ࡷ�۲۴,ܑܒ൫ܑࢗܒ∗ − ࢗഥܑܒ൯  (26) 
Isotérmica:  ܑࢗܒ∗ = ࡴܑ࡯ܑܒ (27) 
Condições iniciais: ࢚ = ૙���������࡯ܑܒ࢔ୀ૙ = ૙��ܗ������࡯ܑܒ࢔ା૚ =�࡯ܑܒ࢔ (28) 
                 ܑࢗܒ࢔ୀ૙ = ૙��ܗ������ܑࢗܒ࢔ା૚ =�ܑࢗܒ࢔ (29) 
Condições fronteira: � = ૙ ∶��  ࡯ܑܒ −�ࡰࢇ�,ܑܒ࢜ܒ �࡯ܑܒ�� = ࡯ܑܒ,૙ (30) � = ࡸܒ ∶������  
Para o nodo do extrato, refinado e colunas interiores: ࡯ܑܒ = ࡯ܑܒା૚,૙ (31) 
Para o nodo do eluente: ࡯ܑܒ = ࢜�∗࢜�܄∗ ࡯ܑܒା૚,૙ (32) 
Para o nodo da alimentação: ࡯ܑܒ = ࢜���∗࢜ࡵࡵ∗ ࡯ܑܒା૚,૙ − ࢜۴࢜��∗ ࡯�ܑ (33) Balanços globais:  
Nodo do eluente: ࢜�∗ = ࢜�܄∗ + ࢜۳ (34) 
Nodo do extrato: ࢜��∗ = ࢜�∗ − ࢜� (35) 
Nodo da alimentação: ࢜���∗ = ࢜��∗ + ࢜۴ (36) 
Nodo do refinado: ࢜�܄∗ = ࢜���∗ + ࢜� (37) 
20 
  
 No caso de sistema binário, isotérmicas de adsorção lineares e modelo 
de equilíbrio (ݍ୧୨ = ݍ୧୨∗ = ܪ୧ܥ୧୨�e ܪ୧ constante), as restrições impostas pelas 
equações 38 simplificam-se para dar: 
 ୍ܳܳୱ > ܪ୓୅ ; ୍୍ܳܳୱ > ܪ஻஺ ; ୍୍୍ܳܳ௦ < ܪ୓୅ ; ୍ܳ୚ܳୱ < ܪ୆୅ (39) 
 
onde ܪ୆୅ e ܪ୓୅ são os coeficientes das isotérmicas lineares dos compostos 
BA e OA. Se se assumir que estas restrições são satisfeitas com a mesma 
margem ߚ�ሺߚ > ͳሻ, obtém-se:  
 ୍ܳܳୱܪ୓୅ = ߚ ; ܳூூܳୱܪ୆୅ = ߚ ; ୍୍୍ܳܳୱܪ୓୅ = ͳߚ ; ୍ܳ୚ܳୱܪ୆୅ = ͳߚ (40) 
 
Podem ainda escrever-se os balanços materiais globais seguintes aos 
pontos de entrada e saída de correntes da coluna: 
 ܳ୉ = ୍ܳ − ୍ܳ୚ ; ܳଡ଼ = ୍ܳ − ୍୍ܳ ; ܳ୊ = ୍୍୍ܳ − ୍୍ܳ ; ܳୖ= ୍୍୍ܳ − ୍ܳ୚    (41)  
onde ܳ ୉, ܳ ଡ଼, ܳ ୊ e ܳ ୖ representam os caudais volumétricos de eluente, extrato, 
alimentação e refinado. 
A situação ideal corresponde ao caso limite ߚ = ͳ. No entanto, para 
alcançar a separação completa de uma mistura binária deve-se escolher uma 
margem ߚ superior a 1 ሺߚ > ͳሻ�. Deve-se ter em atenção que a margem ߚ 
admite um valor máximo: ͳ < ߚ < ඨܪ୓୅ܪ஻஺  (42) 
 
 
Das restrições apresentadas pelas equações (40) e para ߚ > ͳ resulta 
que ୍ܳ > ୍୍୍ܳ > ୍୍ܳ > ୍ܳ୚. 
Na situação ideal, ou seja, separação completa dos compostos BA e 
OA, a concentração destes pode ser obtida por: ܥ୆୅ோ = ܳ୊ܳୖ ܥ୆୅ி  (43) ܥ୓୅௑ = ܳ୊ܳଡ଼ ܥ୓୅ி  (44) 
 
de onde se pode verificar que as concentrações do refinado e do extrato 
nunca serão superiores à concentração da alimentação [52]. 
Os caudais volumétricos na unidade SMB podem ser determinados 
através da equivalência entre os dois modelos (TMB e SMB) [41]:  
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୨ܳ∗ = ୨ܳ + �௕ͳ − �௕ ܳୱ (45) 
 
onde ୨ܳ∗ e ୨ܳ são os caudais volumétricos de líquido na secção j de uma 
unidade SMB e TMB, respetivamente, e �ܾଵି�ܾ é a razão entre os volumes de 
líquido e de sólido nas colunas.  
 
2.4.1 Teoria do Triângulo  
 
 A teoria do Triângulo é uma abordagem baseada na Teoria do 
equilíbrio, assumindo que o efeito da dispersão axial e das resistências à 
transferência de massa é desprezável, o escoamento é pistão e o sistema 
isotérmico. Nestas condições, é possível obter a região de separação 
completa (Figura 2.1), determinando as razões dos caudais volumétricos das 
quatro secções do SMB, definidas pela equação (46)  [40], [53]. 
 ݉୨ = ୨ܳ∗�ݐ∗ − �௕��ୡሺͳ − �௕ሻ�ୡ  (46) 
 Para o cado de isotérmicas lineares ሺݍ୧ = ܪ୧ܥ୧ሻ, as restrições necessárias 
para a separação completa de uma mistura binária são [40]:  
 ܪ୓୅ ൑ ୍݉ (47) ܪB� ൑ ݉�� ൑ ܪ�� (48) ܪ୆୅ < ୍୍୍݉ ൑ ܪ୓୅ (49) ୍݉୚ ൑ ܪ୆୅ (50) 
 
 
Figura 2.1- Representação das regiões de separação definidas pela Teoria do triângulo.   
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2.4.2 Indicadores de desempenho de um SMB 
 
 O desempenho de uma unidade SMB pode ser avaliado através do 
cálculo dos seguintes parâmetros: pureza das correntes de extrato e refinado ሺܲݑݎሻ, recuperação dos solutos ሺܴ݁ܿሻ, consumo de solvente ሺܵܥሻ e 
produtividade ሺܲݎ݋݀ሻ [50]. 
 A pureza é definida para as linhas de produto (ܲݑݎଡ଼, pureza de extrato, 
e ܲ ݑୖݎ , pureza do refinado). As purezas do extrato (equação 51) e do refinado 
(equação 52) são definidas como a razão entre a concentração do composto 
desejado e a concentração total dos dois compostos:  
 ܲݑݎଡ଼ = ܥ୓୅௑ܥ୆୅௑ + ܥ୓୅௑ ×ͳͲͲ (51) ܲݑୖݎ = ܥ୆୅ோܥ୆୅ோ + ܥ୓୅ோ ×ͳͲͲ (52) 
 
A recuperação é também determinada para as linhas de produto (ܴ݁ܿଡ଼, 
recuperação do extrato, e ܴ݁ܿୖ, recuperação do refinado). As recuperações 
no extrato (Equação 53) e no refinado (Equação 54) são definidas como a 
quantidade de composto obtida na respetiva linha de produto dividida pela 
quantidade total do mesmo composto alimentado pela corrente de 
alimentação.  ܴ݁ܿଡ଼ = ܳଡ଼ܥ୓୅௑ܳ୊ܥ୓୅ி ×ͳͲͲ (53) ܴ݁ܿୖ = ܳୖܥ୆୅ோܳ୊ܥ୆୅ி ×ͳͲͲ (54) 
 
O consumo de solvente é definido como o volume total de solvente 
utilizado por unidade de massa dos solutos na alimentação.  ܵܥ = ܳ୉ + ܳ୊ܳ୊ሺܥ୆୅ி + ܥ୓୅ி ሻ (55) 
 
 Por último, a produtividade é definida como a quantidade de mistura 
tratada por unidade de volume total de fase estacionária e por unidade de 
tempo. ܲݎ݋݀ = ܳ୊ሺܥ୆୅ி + ܥ୓୅ி ሻ�୘  (56) 
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3. Trabalho experimental  
 
 Nesta secção apresentam-se os reagentes, material e equipamento 
necessários para a realização de experiências laboratoriais e seus 
procedimentos. Tem como objetivo o estudo dos solventes que melhor se 
adequem na separação dos ácidos triterpénicos (ácidos betulínico, oleanólico 
e ursólico) por cromatografia líquida preparativa. A seleção de uma fase 
móvel tem de ter em consideração vários fatores, tais como, o seu grau de 
pureza, não dissolver a fase estacionária, a solubilidade dos solutos e a sua 
viscosidade.  
 
3.1 Reagentes usados 
 
 O metanol (pureza≥ 99.9 %), acetonitrilo (pureza≥ 99.9 %), 
isopropanol (pureza≥ 99.8 %), butanol (pureza≥ 99.7 %), uracilo e água 
foram comprados à Sigma-Aldrich. Os ácidos betulínico (pureza≥ 98 %), 
oleanólico (pureza≥ 98 %) e ursólico (pureza≥ 98 %) foram adquiridos à 
Aktin Chemicals, Inc. Os restantes compostos foram utilizados sem qualquer 
purificação adicional. 
 
3.2 Material e Equipamento  
 
Para as análises cromatográficas foi utilizado um equipamento de HPLC 
(cromatografia líquida de alta eficiência) Gilson que é constituído por duas 
bombas (805 manometric module e a 306 gradient), uma câmara de mistura 
(811C dynamic mixer) e um detetor de UV-Vis (118 UV-Vis). O software 
Unipoint Gilson (versão 5.11) (Gilson, Inc., Middleton, WI, USA) faz a 
aquisição automática de dados e o seu tratamento. Foram utilizadas três 
coluna analíticas com o mesmo tipo de enchimento, sílica octadecil (C18). As 
caraterísticas das colunas encontram-se na Tabela 3.1. Nas Figuras 3.1 e 3.2 
apresentam-se o equipamento e o material utilizado para a realização das 
análises cromatográficas.  
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Tabela 3.1 - Caraterísticas das colunas utilizadas nas experiências cromatográficas. 
Coluna Dimensões (ࡸ mm ×ࡵࡰ mm) Diâmetro da partícula (ࢊ࢖, µm) 
Apollo C18 250 x 4.6 5 
Spherisorb S5 250 x 4.6 5 
Spherisorb S10 250 x 4.6 10 
 
Figura 3.1 - Equipamento utilizado para a realização das experiências de HPLC para a 
separação dos ácidos triterpénicos. 
 
 
 
 
 
Figura 3.2 – Colunas analíticas Apollo C18, Spherisorb S5 e Spherisorb S10 utilizadas nas 
experiências de HPLC para a separação dos ácidos triterpénicos. 
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3.3 Solubilidades dos ácidos triterpénicos 
 
 A determinação das solubilidades dos três ácidos triterpénicos em 
diferentes solventes foi realizada segundo o método gravimétrico descrito por 
Gracin e Rasmunson [54]. Este método consiste na preparação de soluções 
saturadas de cada ácido triterpénico com diferentes (misturas de) solventes, 
nomeadamente, metanol puro e acetonitrilo puro. Para cada ácido 
triterpénico fizeram-se três repetições com cada solvente. 
Na preparação das soluções saturadas, coloca-se um excesso de cada 
ácido triterpénico sólido nos balões volumétricos, que já contêm o solvente, 
por forma a se detetarem as duas fases a olho nu. Seguidamente, as soluções 
são colocadas num banho termostático para equilibrar durante pelo menos 
48 horas a uma temperatura constante de 23 oC, após o que se filtra a solução 
sobrenadante com um filtro de membrana e se transfere 5 mL de solução 
para um tubo de ensaio previamente pesado, ݉୲୳ୠ୭. No passo de filtração 
deve-se ter em conta se o filtro é quimicamente compatível com o solvente. 
Nas filtrações foram usados filtros de nylon para o solvente metanol puro, e 
filtros de celulose para acetonitrilo puro. Todos os filtros possuíam um 
tamanho de poro de 0.47 µm e diâmetro de 47 mm. 
A massa do tubo de ensaio com a solução filtrada, ݉୲୳ୠ୭ାୱ୭୪୳çã୭, foi 
medida, colocando-se depois numa estufa a 30 oC até evaporar 
completamente o solvente. Por último, procedeu-se à pesagem do tubo de 
ensaio com o resíduo final, ݉୲୳ୠ୭ା୰ୣୱíୢ୳୭, conseguindo-se, assim, determinar a 
massa final de soluto, ݉ୱ୭୪୳୲୭. A solubilidade dos ácidos triterpénicos em cada 
solvente, ܵ�(g soluto/ kg solvente), foi calculada por: 
 ܵ� = � ݉୲୳ୠ୭ା୰ୣୱíୢ୳୭ −�݉୲୳ୠ୭݉୲୳ୠ୭ାୱ୭୪୳çã୭ −�݉୲୳ୠ୭ା୰ୣୱíୢ୳୭ ×�ߩୱ୭୪୴ୣ୬୲ୣ (57) 
 
3.4 Ensaios cromatográficos 
 
 No seguimento do estudo de seleção de solventes, realizaram-se várias 
experiências de eluição, de modo a que fosse possível medir a seletividade e 
o tempo de retenção dos ácidos triterpénicos com diferentes solventes. As 
fases móveis escolhidas para a realização destes ensaios foram metanol puro, 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v), acetonitrilo/metanol 70/30 (%, v/v), 
acetonitrilo puro, metanol/água 95/5 (%, v/v), metanol/butanol 62.5/37.5 
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(%, v/v), metanol/isopropanol 70/30 (%, v/v) e isopropanol puro. Esta 
escolha foi feita tendo por base uma pesquisa detalhada da literatura em que 
foram utilizados o mesmo tipo de fase estacionária (C18), solventes e 
separação por HPLC.  Na Tabela 4.1 apresentada na secção 4.1 estão listadas 
as colunas cromatográficas mencionadas nos artigos e usadas na separação 
dos ácidos triterpénicos.  
3.4.1 Preparação das soluções  
 
As soluções de cada ácido triterpénico foram preparadas com os 
solventes seguintes: metanol, acetonitrilo, metanol/água 95/5 (%, v/v) e 
isopropanol. As soluções metanol/água 95/5 (%, v/v) foram preparadas com 
10 mg de cada ácido triterpénico em balões volumétricos de 20 mL. Tendo 
em conta os resultados das solubilidades dos ácidos triterpénicos em 
acetonitrilo puro, as soluções foram preparadas com 5 mg de cada ácido 
triterpénico em balões volumétricos de 100 mL. As soluções com o 
isopropanol foram preparadas com 10 mg de cada ácido triterpénico em 
balões volumétricos de 10 mL. Após este primeiro passo, os respetivos balões 
volumétricos foram colocados num banho de ultrassons para facilitar a 
dissolução dos ácidos. 
É de salientar que para as experiências cromatográficas realizadas com 
as fases móveis metanol/butanol 62.5/37.5 (%, v/v) e metanol/isopropanol 
70/30 (%, v/v) foram utilizadas as soluções dos três ácidos preparadas com 
metanol/água 95/5 (%, v/v), e para as fases móveis acetonitrilo/metanol 
50/50 (%, v/v) e acetonitrilo/metanol 70/30 (%, v/v) usaram-se soluções 
metanólicas dos três ácidos. 
3.4.2 Procedimento experimental  
 
 Os ensaios cromatográficos foram realizados no equipamento de HPLC 
Gilson efetuando uma série de injeções para as diferentes fases móveis com 
os três ácidos triterpénicos. O procedimento experimental para a realização 
das experiências consistiu nos seguintes passos: 
1. Colocar o tubo de admissão, com filtro acoplado na extremidade, 
dentro do recipiente da fase móvel; 
2. Ligar o equipamento e o computador que faz a aquisição dos dados 
do detetor; 
3. Iniciar o software Unipoint Gilson (versão 5.11) (Figura 3.3); 
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4. Definir o caudal e o comprimento de onda adequados para a 
experiência; 
5. Fazer passar a fase móvel pela coluna e purgar o sistema; 
6. Proceder à estabilização do sistema com a fase móvel, carregando 
no Start do programa; 
7. Injetar a amostra na coluna; 
8. Iniciar a “corrida” no programa, carregando no Start; 
9. Após visualização completa dos picos cromatográficos, efetuar a 
paragem do sistema carregando no Stop; 
 
 
Figura 3.3 – Software Gilson UniPoint (versão 5.11) (Gilson, Inc.,Middleton, WI,USA) utilizado 
para a aquisição dos dados do detetor do HPLC. 
 
3.4.3 Condições operatórias 
 
 As condições operatórias de cada experiência encontram-se na Tabela 
3.2: fase móvel, o caudal da fase móvel (ܳ), comprimento de onda (λ) e 
concentração da amostra injetada (Camostra). Todas as experiências foram 
realizadas a 20 ºC. 
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Tabela 3.2 - Condições operatórias utilizadas nos ensaios cromatográficos realizados 
a 20 ºC. 
 
Fase Móvel ܳ (mL/min) λ (nm) ܥୟ୫୭ୱ୲୰ୟ (mg/mL) 
Metanol  
0.4 
210 
0.1 
Acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) 215 
Acetonitrilo/metanol 70/30 (%, v/v) 215 
Acetonitrilo  210 
Metanol/água 95/5 (%, v/v) 210 
 
3.5 Método de adsorção-dessorção 
 
Para a medição das isotérmicas de adsorção recorreu-se ao método de 
adsorção-dessorção [55], para seguidamente se avaliar e otimizar o processo 
de separação dos ácidos betulínico e oleanólico. Este método consiste na 
adsorção até ao equilíbrio, e posterior regeneração dos ácidos numa coluna 
de adsorção, para se medir a quantidade de soluto retido na fase sólida. Neste 
trabalho estudou-se a coluna Apollo C18 e o solvente foi uma mistura de 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) à temperatura de 20 ºC. 
 
3.5.1 Preparação das soluções  
 
 Foram preparadas três soluções de diferentes concentrações para cada 
ácido (BA e OA) e para a mistura binária (BA-OA). Na primeira etapa, 
prepararam-se soluções-mãe de BA, OA e da mistura BA-OA, em balões 
volumétricos de 100 mL. No caso da solução-mãe de BA, colocou-se 
aproximadamente 10 mg de BA e completou-se o volume com o solvente 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v). Para a solução-mãe de OA foi repetido 
o mesmo procedimento. A mistura BA-OA foi preparada em 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) num balão volumétrico de 100 mL com 
56.9 mg de BA e 67.9 mg de OA. Seguidamente, colocaram-se os balões num 
banho de ultrassons durante alguns minutos e, por fim, deixaram-se repousar 
para garantir a completa dissolução dos ácidos. 
 Na segunda etapa, efetuou-se duas diluições a partir das soluções-mãe 
preparadas, por forma a gerar várias concentrações para a realização das 
experiências de adsorção-dessorção. Para tal, procedeu-se às diluições, 
retirando-se uma quantidade rigorosa da solução-mãe com uma pipeta 
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volumétrica para um balão de 50 mL, completando-o com o solvente 
(acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v)). Na Tabela 3.3 encontram-se as 
concentrações das soluções-mãe, ܥୱ୭୪୳çã୭ି୫ãୣ, e das duas soluções diluições, ܥୢ୧୪ଵ e ܥୢ୧୪ଶ. 
 
Tabela 3.3 - Concentrações das soluções preparadas dos ácidos betulínico e 
oleanólico. 
 
Soluções ࡯�ܗܔ�çãܗିܕã܍ (mg/mL) ࡯܌ܑܔ૚ (mg/mL) ࡯܌ܑܔ૛ (mg/mL) 
Ácido betulínico (BA) 1.004 0.100 0.502 
Ácido oleanólico (OA) 1.007 0.101 0.504 
Mistura de ácidos, 
BA-OA 1.248 0.125 0.624 
 
3.5.2 Procedimento experimental 
 
 As experiências de adsorção-dessorção foram realizadas em várias 
etapas. Em primeiro lugar, procedeu-se à montagem da instalação adequada 
ao método adotado, podendo ver-se na figura 3.4, o equipamento utilizado. 
A segunda etapa compreendeu os seguintes passos: 
1. Ligar o equipamento e o computador para fazer a aquisição de 
dados do detetor; 
2. Iniciar o software Unipoint Gilson (versão 5.11); 
3. Definir o caudal e o comprimento de onda adequados para a 
experiência; 
4. Fazer passar a fase móvel pela coluna e purgar o sistema; 
5. Colocar a solução do ácido pretendida no vaso de vidro F 
(alimentação) e purgar o sistema;  
6. Deixar estabilizar o sistema com a fase móvel, carregando no Start 
do programa; 
7. Concluída a estabilização, colocar novamente o programa a correr 
e iniciar a experiência; 
8. Mudar a bomba que está a ser utilizada, ativando a que faz circular 
a alimentação pela coluna; 
9. Retirar várias amostras durante o processo de equilíbrio da coluna 
para tubos Eppendorf; 
30 
  
10. Atingido o equilíbrio, mudar as condições do equipamento, 
passando a utilizar a bomba da fase móvel para efetuar a 
regeneração da coluna; 
11. Recolher todo o volume eluído durante a regeneração para um 
frasco de vidro; 
12. Terminada a experiência, efetuar o registo dos resultados 
adquiridos pelo programa. 
As amostras recolhidas em tubos Eppendorf durante o processo de 
adsorção e o volume eluído recolhido no frasco de vidro seguem para análise 
por HPLC.  
 
Figura 3.4 - Equipamento utilizado para a realização de experiências de adsorção-dessorção. A 
diferença para a Figura 3.1 é a introdução contínua de alimentação a partir do vaso de vidro F 
ou de solvente do vaso S. 
 
3.5.3 Condições operatórias 
 
 As experiências de adsorção-dessorção com os ácidos betulínico e 
oleanólico puros foram realizadas a um caudal de 1.0 mL/min e comprimentos 
de onda 210 nm e de 225 nm, respetivamente. Para as concentrações mais 
elevadas de ácido betulínico, o comprimento de onda foi alterado para 225 
nm, para que essas amostras fossem devidamente detetadas, ou seja, não 
saturassem o detetor. 
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3.5.4 Curvas de rutura 
 
 As amostras recolhidas em Eppendorfs ao longo da etapa de adsorção 
foram analisadas por HPLC de forma a obter a curva de rutura de cada 
composto. Estas análises foram realizadas segundo o procedimento descrito 
na secção 3.4.2. Para as amostras BA e OA, o caudal foi de 1 mL/min e 
comprimento de onda igual a 210 nm, e para as amostras da mistura BA-OA 
o caudal foi alterado, para que fosse possível a deteção dos dois picos, sendo 
então utilizado um caudal de 0.5 mL/min e comprimento de onda igual a 210 
nm. 
 
3.5.5 Passo de dessorção  
 
 O eluente recolhido durante os passos de dessorção foi analisado por 
HPLC (ver secção 3.4.2) usando-se para o efeito um caudal de 1 mL/min e 
comprimento de onda igual a 210 nm. 
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4. Resultados e discussão 
4.1 Revisão bibliográfica 
 
 Devido à dificuldade da separação dos ácidos triterpénicos (BA, OA e 
UA) foi realizada uma pesquisa na literatura sobre a separação destes ácidos. 
Na Tabela 4.1 apresentam-se as colunas e suas caraterísticas, composição 
da fase móvel e condições operatórias encontradas na literatura para a 
separação cromatográfica destes compostos. 
Da pesquisa realizada notou-se que, nos estudos efetuados para a 
separação dos ácidos triterpénicos, as colunas utilizadas são C18, só se tendo 
encontrado um trabalho feito pela Thermo Fisher Scientific com uma coluna 
C30. Importa referir que, para além da recolha do tipo de coluna utilizada 
para a separação dos ácidos triterpénicos, teve-se em conta as condições de 
deteção, onde se notou que os detetores utilizados neste caso são: detetor 
UV-Vis, detetor fotodíodos e espetrometria de massa. O detetor mais utilizado 
na separação é o detetor UV-Vis.  
Da informação da Tabela 4.1 observa-se que, nas mesmas condições 
de deteção (UV-Vis) e de eluição (ensaio isocrático), é possível a separação 
completa dos compostos com a fase móvel acetonitrilo/metanol ou 
metanol/água. Não existem referências para a separação OA-UA com 
acetonitrilo/metanol.  
 Pode-se concluir que as misturas metanol/água e acetonitrilo/metanol 
poderão ser uma boa escolha para o estudo preliminar de adsorventes para 
o isolamento dos ácidos triterpénicos. 
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Tabela 4.1- Colunas encontradas na literatura para a separação dos ácidos betulínico (BA), oleanólico (OA) e ursólico (UA). 
Coluna 
(�܂×�۲�ܕܕ, ܌ܘ�μܕ) Ácidos triterpénicos Fase móvel, caudal e temperatura 
Concentração 
dos ácidos 
triterpénicos 
(mg/mL) 
Condições 
de deteção 
Tempos de 
retenção (min) Ano Ref. 
Zorbax Eclipse PAH C18 
(150 × 4.6, 3.5) com pré-
coluna 
BA, OA, UA Ensaio isocrático, 
Metanol/água 83/17 (%, v/v), 
0.8 mL/min, 20 °C 
50 µM 
concentração 
total 
200 nm, 
detetor UV-
vis 
BA: 9.05 
OA: 10.2 
UA: 11.5 
2015 [56] 
LiChrospher® RP C18  
(250 × 4, 5) com pré-
coluna 
OA, UA Ensaio gradiente,  
ACN1/água (0.1% ácido 
fosfórico) 
0–26 min, 22–24% ACN1, 1.0–
1.5 mL/min 
26–42 min, 24% ACN1, 1.5–
1.0 mL/min, 
42–60 min, 24–92% ACN1, 1.0 
mL/min, 
40 °C 
- 210 nm, 
detetor UV-
vis  
OA: 50.9 
UA: 57.2 
2016 [57] 
Zorbax Extend C18 
(100 × 4.6, 1.8) 
 
 
 
 
 
Hypersil BDS RP-C18 
column (250 × 4.6) 
 
 
Symmetry® C-18   
(250 × 4.6, 5) 
BA, OA, UA 
 
 
 
 
 
 
BA, OA, UA 
 
 
 
BA, UA 
 
ACN1/Metanol 60/40 (%, 
v/v)/água (1.5 mM formato de 
amónio) 90/10 (%, v/v) (pH 
ajustado a 9.6 com hidróxido 
de amónio), 1.2 mL/min, 25 °C 
 
ACN1/água 80/20 (%, v/v), 1 
mL/min 
 
 
 
Ensaio isocrático 
ACN1/Metanol 80/20 (%, v/v), 
0.5 mL/min, 35 °C 
 
- 
 
 
 
 
 
 
0.16 a 2.5 
mg/mL 
 
 
0.003 a 0.06 
mg/mL BA 
0.01 a 0.1 
mg/mL UA 
 
Detetor MS2  
 
 
 
 
 
209 nm, 
detetor UV   
 
 
 
210 nm, 
detetor UV  
 
BA: 2.17 - 2.25 
OA: 2.54 - 2.63 
UA: 2.77 - 2.86 
 
 
 
 
BA: 10.8 
OA: 12.6 
UA: 13.2   
 
BA: 10.9 
UA: 12.4 
 
2016 
 
 
 
 
 
 
2010 
 
 
 
2012 
 
[58] 
 
 
 
 
 
 
[59] 
 
 
 
[60] 
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Kromasil C18 (150 x 4.6, 
10) w/ pre-column 
 
 
 
Hedera ODS C18 (250 × 
4.6, 5)  
 
 
 
Hypersil BDS C18   
(250 × 4.6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Kromasil C18 (250 x 4.6, 
5) 
 
 
 
AcclaimTM C30 (250 x 4.6, 
5) 
OA, UA 
 
 
 
 
OA, UA 
 
 
 
 
OA, UA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OA, UA 
 
 
 
 
BA, OA, UA 
Ensaio isocrático 
Metanol/0.03 M tampão 
fosfato, 0.5 mL/min 
 
Ensaio isocrático 
Metanol/água/ácido acético 
85/15/0.3 (%, v/v/v), 0.8 
mL/min, 30 °C 
 
Ensaio gradiente  
Fase Móvel A: ácido fórmico 
Fase Móvel B: ACN1/Metanol 
77/23 (%, v/v) 
0-8 min, 14% B  
8-15 min,14-18% B 
15-25 min, 18% B 
25-28 min, 18-50% B 
28-33 min, 50% B 
33-35 min, 50-14% B 
35-50 min, 14%B 
18°C 
 
Ensaio isocrático 
Metanol/água 91/9 (%, v/v) 
(pH ajustado a 3.0 com ácido 
fosfórico), 0.6 mL/min  
 
Ensaio gradiente 
Fase móvel A: Acetato de 
amónio em água 
Fase móvel B: ACN/metanol 
(750/250), 1 mL/min 
15°C 
2.0 mg/mL OA  
3.0 mg/mL UA 
 
 
 
0.19 mg/mL OA 
0.38 mg/mL UA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
214 nm, 
detetor UV  
 
 
 
210 nm, 
detetor 
fotodíodos  
 
210 nm, 
detetor UV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
210 nm, 
detetor UV  
 
 
 
Detetor 
CoronaTM 
ultra RSTM  
 
 
 
OA: 21.2 
UA: 22.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2010 
 
 
 
 
2009 
 
 
 
 
2006 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2016 
 
 
 
 
2012 
[61] 
 
 
 
 
[62] 
 
 
 
 
[63] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[64] 
 
 
 
 
[65] 
 
 
 
 
 
 
1ACN – Acetonitrilo 
2MS – espetrometria de massa  
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4.2 Estudo preliminar de adsorventes e dessorventes 
 
Nesta secção apresenta-se os resultados do estudo do efeito do 
solvente e adsorvente na separação dos ácidos triterpénicos. Realizou-se uma 
série de ensaios cromatográficos com diferentes solventes com o intuito de 
estudar o desempenho do solvente em diferentes colunas cromatográficas, 
de diferentes tamanhos de partículas e fabricantes. Na Tabela 4.2 encontram-
se os resultados obtidos para cada solvente utilizado e cada coluna 
cromatográfica. É de salientar que cada experiência foi feita em duplicado. 
Para a identificação de cada ácido triterpénico nas misturas ternárias, foram 
realizadas experiências com os compostos puros nas mesmas condições 
cromatográficas, permitindo assim confirmar a ordem de eluição dos três 
ácidos triterpénicos. Verificou-se em todos os sistemas solvente/adsorvente 
estudados que o composto menos retido é o ácido betulínico, seguido do ácido 
oleanólico e, por último, o composto mais retido, o ácido ursólico.  
Para a avaliação da eficiência da separação, procedeu-se ao cálculo dos 
fatores de retenção, ሺ݇୧ᇱሻ, resolução ሺܴሻ e seletividades ൫ߙ୧୨൯ para as 
experiências realizadas usando as seguintes equações [48][66]:  ݇୧ᇱ = ݐ୰,୧ − ݐ଴ݐ଴  (56) ܴ = ͳ.ͳͺ ݐ୰,ଶ − ݐ୰,ଵݓଵ/ଶభ +ݓଵ/ଶమ � (57) ߙ௜௝ = ݇୧ᇱ݇୨ᇱ (58) 
onde ݇୧ᇱ > ݇୨ᇱ, ݐ୰,୧ é o tempo de retenção do composto ݅, ݐ଴ é o tempo de 
passagem pela coluna e �ݓଵ/ଶ౟ é a largura do pico a meia altura. Se ߙ௜௝ = ͳ, ou 
seja, ݇୧ᇱ = ݇୨ᇱ (tempos de retenção,�ݐ୰,୧, iguais), não ocorre separação.  
Foi necessário determinar o tempo de passagem, ݐ଴, das colunas 
Spherisorb S5 e Spherisorb S10, através de injeções de uracilo, composto 
não retido, muito utilizado em colunas de fase reversa. O tempo de passagem 
nas colunas Spherisorb S5 e Spherisorb S10 foi de 5.96 min a um caudal de 
0.4 mL/min. As caraterísticas da coluna Apollo foram retiradas da literatura 
[67].  
 Para o estudo preliminar de adsorventes e dessorventes foram 
realizados 78 ensaios cromatográficos, sendo 34 ensaios para identificação 
de cada ácido triterpénico nas misturas ternárias e 44 ensaios com os 
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compostos puros (Tabelas A.1.1 e A.1.2 em Anexo). Importa referir que para 
cada ensaio foram feitas duas repetições. Após a análise dos resultados 
obtidos foram selecionadas as experiências que revelaram resultados mais 
promissores para a separação dos ácidos triterpénicos (Tabela 4.2).  
Relativamente às experiências analisadas neste capítulo (Tabela 4.2) 
importa referir que foram 16 na totalidade: 9 com a coluna Apollo, 4 com a 
coluna Spherisorb S10 e 3 com a coluna Spherisorb S5. 
Nas experiências cromatográficas 8 e 9 não se obtiveram resultados. 
Na experiência 9, a viscosidade do 2-propanol provocou um aumento 
significativo da queda de pressão na coluna, não sendo possível aumentar o 
caudal para observar a deteção dos compostos, pois poder-se-ia danificar a 
coluna e o cromatógrafo. A experiência 7 só foi feita com compostos puros, 
não tendo sido feita qualquer análise com a mistura ternária.  
As restantes experiências presentes na Tabela 4.2 (experiências 1-6 e 
10-16) apresentaram melhores resultados para este estudo e, por isso, estas 
serão discutidas na secção 4.3. 
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Tabela 4.2 – Estudo para a separação da mistura ternária dos ácidos triterpénicos (BA, OA e UA) para as colunas analíticas Apollo, Spherisorb S10 e 
Spherisorb S5. 
 
Colunas Solventes  ;%, v/vͿ Exp 
࡯ܑ ;ŵg/ŵLͿ ࡽ� ;ŵL/ŵiŶͿ ࢚࢘ ;ŵiŶͿ Seletividade ሺ�ܑܒሻ Resolução ሺࡾሻ Legível /  Não legível BA OA UA α OA-BA α UA-OA R ;BA-OAͿ R ;OA-UAͿ 
Apollo  
MetaŶol  ϭ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϯ.Ϭϴ ϭϯ.ϲϰ ϭϰ.ϭϵ ϭ.Ϭϴ ϭ.Ϭϴ ϭ.Ϭϵ ϭ.ϬϮ   Legível 
MetaŶol/água ϵϱ/ϱ 
Ϯ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϵ.Ϭϯ ϮϬ.Ϭϴ Ϯϭ.ϲϰ ϭ.Ϭϴ ϭ.ϭϭ Ϭ.ϲϬ Ϭ.ϲϰ Legível 
ϯ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϵ.Ϭϵ ϮϬ.ϭϴ Ϯϭ.ϯϭ ϭ.Ϭϵ ϭ.Ϭϴ Ϭ.ϲϴ Ϭ.ϲϭ Legível 
AĐetoŶitƌilo/ŵetaŶol ϱϬ/ϱϬ ϰ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϳ.ϱϮ ϭϵ.ϭϳ ϭϵ.ϵϰ ϭ.ϭϱ ϭ.Ϭϲ ϭ.ϵϭ Ϭ.ϴϲ Legível 
AĐetoŶitƌilo/ŵetaŶol ϳϬ/ϯϬ ϱ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϮϬ.ϰϲ ϮϮ.ϱϳ Ϯϯ.ϯϴ ϭ.ϭϱ ϭ.Ϭϱ Ϯ.ϰϱ Ϭ.ϴϯ Legível 
AĐetoŶitƌilo  ϲ Ϭ.Ϭϱ ϭ.ϱ ND ND ND ND ND ND ND Não legível 
MetaŶol/ďutaŶol ϲϯ/ϯϴ ϳ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ND ND ND ND ND ND ND ND 
MetaŶol/Ϯ-pƌopaŶol ϳϬ/ϯϬ ϴ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ND ND ND ND ND ND ND Não legível 
Ϯ-pƌopaŶol  ϵ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ND ND ND ND ND ND ND Não legível 
Spherisorď SϭϬ 
MetaŶol  ϭϬ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϴ.ϰϴ ϴ.ϳϭ ϴ.ϵϰ ϭ.Ϭϵ ϭ.Ϭϴ Ϭ.ϰϴ Ϭ.ϯϵ Não legível 
MetaŶol/água ϵϱ/ϱ ϭϭ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϭ ϭϭ.ϲϯ ϭϮ.ϭϱ ϭ.ϭϮ ϭ.Ϭϵ Ϭ.ϴϲ Ϭ.ϲϱ Legível 
AĐetoŶitƌilo/ŵetaŶol ϱϬ/ϱϬ ϭϮ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϵ.ϳϰ ϭϬ.ϯϲ ϭϬ.ϳ ϭ.ϭϲ ϭ.Ϭϴ ϭ.Ϭϵ Ϭ.ϱϮ Não legível  
AĐetoŶitƌilo/ŵetaŶol ϳϬ/ϯϬ ϭϯ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϬ.ϵϯ ϭϭ.ϴϱ ϭϮ.ϯϮ ϭ.ϭϴ ϭ.Ϭϴ ϭ.ϯϲ Ϭ.ϲϬ Legível 
Spherisorď S5 
MetaŶol  ϭϰ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϵ.ϱϮ ϵ.ϴϵ ϭϬ.Ϯϱ ϭ.ϭϬ ϭ.Ϭϵ Ϭ.ϳϰ Ϭ.ϱϳ Não legível 
MetaŶol/água ϵϱ/ϱ ϭϱ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϯ.ϱϰ ϭϰ.ϯϮ ϭϱ ϭ.ϭϬ ϭ.Ϭϴ Ϭ.ϴϰ Ϭ.ϲϲ Legível 
AĐetoŶitƌilo/ŵetaŶol ϱϬ/ϱϬ ϭϲ Ϭ.ϭ Ϭ.ϰ ϭϭ.ϱϯ ϭϮ.ϯϳ ϭϮ.ϴϯ ϭ.ϭϱ ϭ.Ϭϳ ϭ.ϭϵ Ϭ.ϲϬ Legível 
ND= Não aplicável 
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4.3 Estudo dos solventes mais adequados  
 
Do ensaio cromatográfico realizado com metanol/água 95/5 (%, v/v) na 
coluna Apollo (experiência 2) (Figura 4.1) verifica-se que apesar de se obter uma 
elevada seletividade (Tabela 4.2), não houve separação dos três ácidos 
triterpénicos e a resolução dos picos foi muito fraca, o que levou à repetição da 
experiência (experiência 3). 
 
Figura 4.1- Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
metanol/água 95/5 (%, v/v) e a coluna Apollo (experiência 2). Condições cromatográficas: caudal 
a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 
Repetindo-se a experiência (experiência 3), mantendo as mesmas 
condições cromatográficas, verifica-se pelo cromatograma da Figura 4.2 que, 
apesar de não se obter uma separação completa dos ácidos triterpénicos, houve 
melhorias na resolução dos picos. É de salientar que já foi possível a separação 
completa dos três ácidos triterpénicos (BA, OA e UA) em experiências realizadas 
anteriormente no grupo de investigação EgiChem (CICECO, UA), usando as 
mesmas condições e a mesma coluna. A impossibilidade da reprodução destes 
resultados pode estar relacionada com problemas do equipamento onde se 
realizam as experiências e o desgaste da coluna.  
Nas experiências realizadas com a coluna Spherisorb S10 (experiência 11) 
pode observar-se que com o aumento diâmetro da partícula, ݀௣, se obtém valores 
mais baixos de tempo de retenção (Tabela 4.2), o que se traduz numa redução 
no consumo de solvente para a separação dos ácidos. Porém, pela análise da 
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Figura 4.3, é possível constatar que com a coluna Spherisorb S10 não foi possível 
a separação completa dos três ácidos triterpénicos.  
 
Figura 4.2- Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
metanol/água 95/5 (%, v/v) e a coluna Apollo (experiência 3). Condições cromatográficas: caudal 
a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20ºC. 
 Com a coluna Spherisorb S5 (experiência 15), cujo enchimento tem 
partículas de 5 µm, observam-se baixos valores de tempo de retenção, o que não 
era esperado, visto que o enchimento é igual à coluna Apollo. Pode-se concluir 
que, apesar de o enchimento e tamanho de partículas serem iguais, a utilização 
de colunas de diferentes fabricantes tem influência no desempenho da separação 
dos ácidos triterpénicos.  
 
Figura 4.3- Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
metanol/água 95/5 (%, v/v) e a coluna Spherisorb S10 (experiência 11). Condições 
cromatográficas: caudal a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
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Figura 4.4- Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
metanol/água 95/5 (%, v/v) e a coluna Spherisorb S5 (experiência 15). Condições cromatográficas: 
caudal a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 
O metanol puro foi selecionado para o estudo da separação dos ácidos 
triterpénicos pois é facilmente eliminado dos produtos finais da unidade SMB por 
evaporação. A utilização de uma mistura de metanol com outro solvente (por 
exemplo, água ou acetonitrilo) para além da separação da mistura dos produtos 
finais, leva a recorrer a processos de separação mais complexos para a separação. 
A experiência cromatográfica realizada com metanol puro na coluna Apollo 
(experiência 1, Tabela 4.2), exibe valores de tempos de retenção mais baixos do 
que com metanol/água 95/5 (%, v/v).  
 
Figura 4.5- Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
metanol puro e a coluna Apollo (experiência 1). Condições cromatográficas: caudal a 0.4 mL/min, 
deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
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Nas experiências realizadas com as colunas Spherisorb S10 e Spherisorb 
S5 (experiências 10 e 14, respetivamente), o metanol puro permite obter tempos 
de retenção baixos, porém, nas Figuras 4.6 e 4.7, nota-se que não há separação 
dos três ácidos, sendo estes resultados piores quando comparados com o 
resultado da experiência 1. 
 
Figura 4.6 - Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
metanol puro e a coluna Spherisorb S10 (experiência 10). Condições cromatográficas: caudal a 0.4 
mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 
 
Figura 4.7- Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
metanol puro e a coluna Spherisorb S5 (experiência 14). Condições cromatográficas: caudal a 0.4 
mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 
Pela análise das Figuras 4.5, 4.6 e 4.7 pode-se verificar que o metanol não 
é a fase móvel mais adequada para a separação completa dos três ácidos 
triterpénicos.  
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O acetonitrilo, apesar de se tratar de um solvente tóxico, ainda é muito 
utilizado na indústria química e farmacêutica, como fase móvel em cromatografia 
líquida e em processos de cristalização. Por isso decidimos considerar a sua 
introdução neste trabalho, atendendo às vantagens que pode trazer. 
Através da medição experimental das solubilidades dos ácidos triterpénicos, 
verifica-se que o acetonitrilo puro é o solvente mais fraco (Tabela 4.3). Este facto 
levou à preparação de soluções com concentração mais baixas (Tabela 4.2) para 
a realização dos ensaios cromatográficos. Pela análise da experiência com 
acetonitrilo (experiência 6), os resultados patentes na Figura 4.8 mostram que 
não foi possível observar nenhum pico, possivelmente pelo facto de as amostras 
estarem muito diluídas não sendo possível a sua deteção.   
Tabela 4.3 - Valores medidos de solubilidade dos ácidos triterpénicos em metanol e acetonitrilo. 
Solvente 
(%, v/v) 
ࡿ۰ۯ 
(mg/mL) 
ࡿ�ۯ 
(mg/mL) 
ࡿ܃ۯ 
(mg/mL) 
Metanol  4.07 3.86 8.54 
Acetonitrilo  0.087 0.313 0.260 
 
 
Figura 4.8- Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
acetonitrilo puro e a coluna Apollo (experiência 6). Condições cromatográficas: caudal a 0.4 mL/min, 
deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 
 Com base nos resultados obtidos com acetonitrilo puro para a separação 
dos ácidos triterpénicos, avançou-se para o estudo do desempenho de misturas 
de solventes com acetonitrilo: acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) e 70/30 (%, 
v/v). 
Na experiência com acetonitrilo/metanol (50/50) (experiência 4) observa-se que 
há uma melhoria significativa na seletividade dos ácidos betulínico e oleanólico, 
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sendo possível isolar o ácido betulínico dos restantes, porém este solvente piora 
a separação dos ácidos oleanólico e ursólico (Figura 4.9) em comparação com a 
mistura metanol/água 95/5 (%, v/v). 
 
Figura 4.9 - Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) e a coluna Apollo (experiência 4). Condições cromatográficas: 
caudal a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 
Nas experiências realizadas com as colunas Spherisorb S10 e Spherisorb S5 
(experiências 12 e 16, respetivamente), a mistura acetonitrilo/metanol 50/50 (%, 
v/v) assegura tempos de retenção baixos, porém nos cromatogramas das Figuras 
4.10 e 4.11 observa-se que não ocorre a separação completa dos três ácidos, 
sendo estes resultados piores quando comparados com o resultado obtido na 
experiência 4. 
 
Figura 4.10 - Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) e a coluna Spherisorb S10 (experiência 12). Condições 
cromatográficas: caudal a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
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Figura 4.11 - Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) e a coluna Spherisorb S5 (experiência 16). Condições 
cromatográficas: caudal a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 
Para a experiência cromatográfica com acetonitrilo/metanol 70/30 (%, v/v) 
(experiência 5), verifica-se que com o aumento da proporção de acetonitrilo 
ocorre um aumento da seletividade dos ácidos betulínico e oleanólico, mostrando 
que se melhora a separação do ácido betulínico dos restantes ácidos, porém torna-
se mais difícil a separação dos ácidos oleanólico e ursólico (Figura 4.12).  
Na experiência com a coluna Spherisorb S10 (experiência 13) com 
acetonitrilo/metanol 70/30 (%, v/v) observam-se tempos de retenção baixos e os 
valores de seletividade dos ácidos betulínico e oleanólico diminuem, verificando-
se que não existe separação completa do ácido betulínico dos restantes. 
 
Figura 4.12 - Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
acetonitrilo/metanol 70/30 (%, v/v) e a coluna Apollo (experiência 5). Condições cromatográficas: 
caudal a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
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Figura 4.13 - Cromatograma da mistura ternária dos ácidos betulínico, oleanólico e ursólico usando 
acetonitrilo/metanol 70/30 (%, v/v) e a coluna Spherisorb S10 (experiência 13). Condições 
cromatográficas: caudal a 0.4 mL/min, deteção por UV a 210 nm, 20 ºC. 
 O estudo feito para a avaliação do efeito dos solventes na separação dos 
ácidos triterpénicos revela que colunas com a mesma fase estacionária, porém de 
fabricantes diferentes, apresentam tempos de retenção diferentes.  
Quanto ao uso de metanol/água 95/5 ou metanol puro, verificou-se que 
apesar da elevada solubilidade dos compostos em metanol, não é possível a 
separação completa dos três ácidos triterpénicos. Com a mistura de 
acetonitrilo/metanol verificou-se que o aumento da percentagem de acetonitrilo 
na mistura aumenta a seletividade dos ácidos betulínico e oleanólico, apesar de 
ser mais difícil isolar os ácidos oleanólico e ursólico. A mistura acetonitrilo/metanol 
70/30 (%, v/v), apesar de apresentar melhores resultados de seletividade dos 
ácidos betulínico e oleanólico, pode representar um risco visto que a possibilidade 
de ocorrer precipitação dos ácidos é mais elevada. 
 Tendo em conta os resultados obtidos, foi escolhida a mistura 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) para um estudo mais aprofundado da 
separação dos ácidos betulínico e oleanólico. Este estudo irá ser apresentado e 
discutido na secção seguinte. 
4.4 Determinação das isotérmicas de adsorção e 
parâmetros de transporte 
 
Nesta secção estuda-se a determinação experimental das isotérmicas de 
adsorção dos ácidos betulínico e oleanólico com a mistura de solventes 
acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v), utilizando o método adsorção-dessorção 
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descrito na secção 3.5. Para além disso efetua-se a modelação das curvas de 
rutura recorrendo à equação de Klinkenberg, que é aplicável a sistemas lineares, 
i.e. quando a isotérmica é linear e a transferência de massa é bem representada 
pelo modelo LDF. Primeiramente mediram-se as curvas de rutura do ácido 
betulínico (BA) e do ácido oleanólico (OA) puros, representadas nas Figuras 4.14 
e 4.15, através da recolha de amostras ao longo do tempo durante a etapa de 
adsorção. As concentrações utilizadas para cada ácido foram Csolução-mãe,BA=1.004 
mg/mL, Csolução-mãe,OA=1.007 mg/mL, Cdil1,BA=0.100 mg/mL, Cdil2,BA=0.502 mg/mL, 
Cdil1,OA=0.101 mg/mL  e Cdil2,OA=0.504 mg/mL  (secção 3.5.1), indo até próximo 
do limite de solubilidade destes compostos em acetonitrilo/metanol 50/50 (%, 
v/v). Durante a etapa de dessorção foi recolhido todo o eluente, �ୢ , permitindo 
assim determinar a concentração de cada ácido triterpénico adsorvido pelas 
partículas de adsorvente, ݍ୧∗, através do seguinte balanço material: ܥ୧ௗ�ௗ = �௕�ୡܥ୧ி + ሺͳ − �௕ሻ�ୡݍ୧∗ + ܥ୧ி�ୣ ୶୲୰ୟ (59) 
onde ܥ୧ௗ é a concentração de ácido presente no volume eluído durante a 
dessorção,��ܥ୧ி é a concentração de ácido na alimentação, �ୡ é o volume da coluna 
Apollo, �௕ é a porosidade interparticular do leito e �ୣ ୶୲୰ୟ é o volume extra-leito. 
Com os valores de �ܥ୧ி e ��ௗ de cada experiência determinou-se as isotérmicas de 
adsorção. Através das isotérmicas de adsorção dos ácidos betulínico e oleanólico, 
representadas na Figura 4.16, é possível observar que se tratam de isotérmicas 
lineares, como era esperado, pois as concentrações utilizadas neste estudo são 
baixas. As constantes de distribuição, ܪ୧, dos ácidos betulínico e ursólico são, 1.93 
e 2.09, respetivamente, quando as concentrações se exprimem em mg/mL.  
Os ensaios de rutura dos ácidos betulínico e oleanólico foram ajustados pelo 
modelo de Klinkenberg apresentado na equação (21), na secção 2.3. Nas Figuras 
4.14 e 4.15, encontram-se representadas as curvas de rutura dos ácidos 
betulínico e oleanólico, respetivamente, e o modelo de Klinkenberg ajustado aos 
resultados experimentais. A partir destas figuras pode-se observar que existe um 
bom ajuste do modelo aos pontos experimentais, com ܣܣܴܦ =�10.1 % e �8.07 % 
para os ácidos betulínico e oleanólico, respetivamente. Na Tabela 4.4 encontram-
se listados os parâmetros otimizados do modelo para os ácidos betulínico e 
oleanólico, nomeadamente, o coeficiente global de transferência de massa LDF, ܭ୐ୈ୊,୧, e a constante de equilíbrio, ܪ୧. 
47 
  
Com os parâmetros ܭ୐ୈ୊,୧ e  ܪ୧ obtidos das experiências de rutura dos ácidos 
puros realizou-se a modelação da coluna para a separação da mistura BA-OA, 
para as concentrações apresentadas na Tabela 3.3. Através da observação das 
Figuras 4.17 (a) e (b), conclui-se que a previsão efetuada para a mistura BA-OA 
valida os parâmetros obtidos das experiências com os ácidos puros, com ܣܣܴܦ de 
10.6 % e 15.7 %. 
 
Figura 4.14 – Curvas de rutura do ácido betulínico para as concentrações, ܥ୆୅ = Ͳ.ͳͲͲ� �/�L (azul), ܥ୆୅ = Ͳ.ͷͲʹ� �/�L (laranja) e ܥ஻஺ = ͳ.ͲͲͶ� �/�L (cinza); Condições cromatográficas: coluna Apolo, caudal a 1 mL/min, deteção por UV a 210 nm. Símbolos são os pontos experimentais; curvas são o 
modelo de Klinkenberg (Equação 21). 
 
Figura 4.15 – Curvas de rutura do ácido oleanólico para as concentrações, ܥ୓୅ = Ͳ.ͳͲͳ� �/�L (azul), ܥ୓୅ = Ͳ.ͷͲͶ� �/�L (laranja) e ܥ୓୅ = ͳ.ͲͲ͹� �/�L (cinza); Condições cromatográficas: coluna Apolo, caudal a 1 mL/min, deteção por UV a 210 nm. Símbolos são os pontos experimentais; curvas são o 
modelo de Klinkenberg (Equação 21). 
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Figura 4.16 – Isotérmicas de adsorção dos ácidos betulínico (BA) e oleanólico (OA) com a coluna 
Apollo para a mistura de solventes acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v). 
    
Figura 4.17 – (a) Curvas de rutura do ácido betulínico para as concentrações ܥ୆୅ = Ͳ.Ͳͷͻ͸� �/�L (laranja) e ܥ୆୅ = Ͳ.ʹͺͶͷ� �/�L (amarelo); (b) Curvas de rutura do ácido oleanólico para as concentrações ܥ୓୅ = Ͳ.Ͳ͸͹ͻ� �/�L (laranja) e ܥ୓୅ = Ͳ.͵͵ͻͷ� �/�L (amarelo). Condições cromatográficas: coluna Apolo, caudal de 1 mL/min, deteção por UV a 210 nm; Símbolos são os 
pontos experimentais; curvas são o modelo de Klinkenberg (Equação 21). 
 
Tabela 4.4 -  Parâmetros ࡷ�۲۴,ܑ e  ࡴܑ obtidos pelo método adsorção-dessorção e modelo de 
Klinkenberg para os ácidos betulínico e oleanólico puros. 
 
 Ácido betulínico Ácido oleanólico 
Método adsorção-
dessorção ܪ୧ 1.93 2.09 
Modelo de Klinkenberg 
(curvas de rutura) 
ܪ୧ 2.24 2.36 ܭ୐ୈ୊,୧ (min-1) 8.81 31.5 
AARD 10.1 8.07 
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4.5 Previsão do desempenho do SMB na separação dos 
ácidos betulínico e oleanólico 
 
Após o estudo experimental e teórico das isotérmicas e dos parâmetros 
cinéticos referentes à adsorção dos ácidos betulínico e oleanólico, procedeu-se à 
previsão do desempenho de uma unidade SMB com uma configuração 2-2-2-2, 
ou seja, quatro secções com duas colunas preparativas por secção, com vista ao 
isolamento dos dois ácidos a partir da respetiva mistura. É de salientar que as 8 
colunas preparativas têm as mesmas caraterísticas (Tabela 4.5). A determinação 
das condições ótimas da unidade SMB para a separação da mistura binária BA-OA 
foi efetuada pela Teoria do Triângulo (secção 2) e por simulações da unidade SMB. 
Estas simulações foram feitas com recurso a um programa já desenvolvido no 
grupo EgiChem (CICECO, UA).  
As condições ótimas obtidas pela Teoria do Triângulo permitem estimar, 
graficamente, a região ótima de operação para a separação binária no caso de 
isotérmicas lineares, considerando desprezáveis os efeitos da resistência à 
transferência de massa e a dispersão axial. Para tal, procedeu-se ao cálculo dos 
caudais volumétricos descritos na secção 2.4. Primeiramente, atribuiu-se um valor 
a ܳ∗୍, caudal volumétrico da zona I do SMB (ver Figura 1.7), visto que, como as 
configurações das 4 secções e das 8 colunas são iguais, o caudal será maior na 
zona I. Também se teve em conta a influência do caudal nas perdas de carga na 
coluna preparativa. Seguidamente, determinou-se o caudal aparente da fase 
sólida, ܳୱ, e o tempo de comutação da unidade SMB, ݐ∗, tendo em conta uma 
margem de segurança, ߚ, de 1.01, cujo valor máximo calculado é de 1.03 
(equação 41). Sabendo então que o caudal será maior na zona I, procedeu-se ao 
cálculo dos caudais da unidade TMB, ܳ୧, começando-se pelo caudal da zona I, ୍ܳ. 
Os valores dos caudais determinados e frações dos ácidos betulínico e oleanólico 
encontram-se na Tabela 4.6. 
Na Figura 4.18, encontra-se representada a região de separação (୍୍݉×୍୍୍݉) para 
os ácidos betulínico e oleanólico com a fase móvel acetonitrilo/metanol 50/50 (%, 
v/v). Verifica-se que as condições de operação da unidade SMB estimadas 
encontram-se no interior da região ótima de operação, na qual se pode obter tanto 
o refinado como extrato puros. Na tabela 4.5 estão compilados os parâmetros 
utilizados para a obtenção da região de separação pela Teoria do Triângulo.   
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As simulações foram feitas com o modelo SMB, no qual passam a ser 
consideradas as mudanças periódicas das correntes de entrada e saída no SMB e 
o efeito da dispersão axial, descrito pela equação A.1. Realizaram-se várias 
simulações com o objetivo de estudar o desempenho do SMB através da 
determinação da produtividade, ܲݎ݋݀, consumo de solvente, ܵܥ, pureza do 
extrato, ܲݑݎଡ଼�, e do refinado, ܲݑୖݎ , e recuperação do extrato, ܴ݁ܿଡ଼�, e do refinado, ܴ݁ܿୖ. Nas simulações, considerou-se que só era atingido o estado estacionário 
cíclico após 40 ciclos, começando só no 40º ciclo o cálculo destes indicadores até 
se completar 60 ciclos. 
 
Figura 4.18 – Representação gráfica da região de separação para a mistura binária dos ácidos 
betulínico e oleanólico com a fase móvel acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) numa coluna 
preparativa. O ponto de operação está representado pelo símbolo a azul. 
 
Tabela 4.5 – Parâmetros usados na simulação de uma unidade SMB na separação da mistura binária 
dos ácidos betulínico e oleanólico com a fase móvel acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v). 
 ࡸ܋ (cm) 25 ࢊܑ (cm) 2.2 ࡷ�۲۴,۰ۯ (min-1) 8.81 ࡷ�۲۴,�ۯ (min-1) 31.5 ࡴ۰ۯ 2.24 ࡴ�ۯ 2.36 ࡽ�∗ (cm3/min) 10 
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Figura 4.19 - Perfis internos de concentração do ácido oleanólico (mais retido; linha azul) e do 
ácido betulínico (menos retido; linha verde) da unidade SMB 2-2-2-2, calculados em estado 
estacionário cíclico (ciclo nº 60; rotação nº 480). 
Tabela 4.6 - Valores de caudais e parâmetros de desempenho da simulação da unidade SMB.  
 
 �۰ۯ 0.51 ��ۯ 0.49 ࡽ��∗  (cm3/min) 9.58 ࡽ���∗  (cm3/min) 9.74 ࡽ�܄∗  (cm3/min) 9.33 ࡽ۳ (cm3/min) 0.67 ࡽ� (cm3/min)  0.42 ࡽ۴ (cm3/min)  0.16 ࡽ� (cm3/min) 0.41 ࢚∗ (min) 18.34 ࡼ࢛࢘� (%) 99.10 ࡼ࢛࢘� (%) 99.98 ࡾࢋࢉ� (%) 99.96 ࡾࢋࢉ� (%) 99.05 ࡿ࡯ (m3/kg) 5.11 ࡼ࢘࢕ࢊ (kg/(m3adsorvente dia)) 0.31 
 
 
Na Figura 4.19, estão representados os perfis de concentração internos dos 
ácidos betulínico e oleanólico em estado estacionário cíclico obtidos pela simulação 
da referida unidade SMB de configuração 2-2-2-2. Observa-se que na corrente de 
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extrato temos ácido oleanólico com pureza de 99.10 % e com uma recuperação 
de 99.96 %; na corrente de refinado temos ácido betulínico com pureza de 99.98 
% e uma recuperação de 99.05 % (Tabela 4.6).  
A história das concentrações dos ácidos betulínico e oleanólico ao longo dos 
vários ciclos, à saída das correntes de extrato e refinado, e a concentração média 
de corrente estão patentes na Figura 4.20. O tempo de comutação, ݐ∗, ou seja, o 
tempo que demora a completar um ciclo completo, é de 18.34 minutos. A Figura 
4.21 mostra o detalhe da evolução da concentração nas correntes de extrato e 
refinado em estado estacionário cíclico.  
 
 
Figura 4.20 – História das concentrações do ácido betulínico (verde) no refinado (a) e do ácido 
oleanólico (azul) no extrato (b) ao longo dos vários ciclos do SMB; detalhe da história das 
concentrações do ácido betulínico (verde) de (a) em estado estacionário cíclico (c). A linha a preto 
representa a concentração média de cada corrente. 
 
 
Pode-se concluir que com uma fase móvel de acetonitrilo/metanol 50/50 
(%, v/v) é possível a separação da mistura dos ácidos betulínico e oleanólico com 
pureza e recuperação superiores a 99 %, com uma produtividade de 0.31 
kg/(m3adsorvente dia).  
Os valores de pureza dos ácidos betulínico e oleanólico obtidos pela 
simulação são muito interessantes visto que as purezas encontradas no mercado 
são inferiores, como se pode verificar pelos valores apresentados na Tabela 1.1. 
Este facto pode ser crucial para as indústrias que tenham interesse na 
comercialização destes ácidos.  
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5. Conclusões e Sugestões de 
Trabalho Futuro 
 
 Neste trabalho estudou-se a separação dos ácidos betulínico, oleanólico e 
ursólico por cromatografia líquida (HPLC) para sua posterior separação por leito 
móvel simulado (SMB), cuja unidade está a ser montada pelo grupo EgiChem 
(CICECO, UA). 
Inicialmente, foram realizadas experiências cromatográfica para a 
realização do estudo preliminar de adsorventes e desorventes. Este estudo foi 
desenvolvido tendo em vista a análise da influência da fase móvel e fase 
estacionária na separação dos três ácidos triterpénicos. Foram utilizadas três 
colunas analíticas com o mesmo tipo de enchimento (octadecil, C18): Apollo (250 
mm x 4.6 mm, 5 µm), Spherisorb S5 (250 mm x 4.6 mm, 5 µm) e Spherisorb S10 
(250 mm x 4.6 mm, 10 µm). Após a análise dos resultados obtidos foi possível 
concluir que a coluna Apollo apresentou os melhores resultados. A fases móveis 
constituídas por acetonitrilo/metanol oferecem melhores resultados para a 
separação dos ácidos betulínico e oleanólico, no entanto, o aumento de 
acetonitrilo na composição da fase móvel piora a separação dos ácidos oleanólico 
e ursólico. Feita a análise, escolheu-se a fase móvel acetonitrilo/metanol 50/50 
(%, v/v) por forma a diminuir o risco de precipitação dos ácidos no equipamento 
e centrou-se o estudo na separação dos ácidos betulínico e oleanólico com a 
coluna Apollo.  
De seguida, procedeu-se à determinação experimental das isotérmicas de 
adsorção dos ácidos betulínico e oleanólico, com a fase móvel acetonitrilo/metanol 
50/50 (%, v/v) e a coluna Apollo, utilizando o método adsorção-dessorção. 
Verificou-se que as isotérmicas são lineares e as constantes de equilíbrio dos 
ácidos betulínico e oleanólico são ܪ୆୅ = ͳ.ͻ͵ e ܪ୓୅ = ʹ.Ͳͻ, respetivamente.  
Posteriormente efetuou-se a modelação de curvas de rutura com a equação 
de Klinkenberg, tendo-se verificado que assegura um bom ajuste dos pontos 
experimentais, com erro médio de 10.1 % para o ácido betulínico e 8.07 % para 
o ácido oleanólico. Os parâmetros de equilíbrio e transporte de massa obtidos para 
ácido betulínico foram ܪ୆୅ = ʹ.ʹͶ e ܭ୐ୈ୊,୆୅ = ͺ.ͺͳ� ��ିଵ  e, para o ácido oleanólico ܪ୓୅ = ʹ.͵͸ e ܭ୐ୈ୊,୓୅ = ͵ͳ.ͷ� ��ିଵ.  
Por fim, procedeu-se à previsão do desempenho de uma unidade SMB na 
separação dos ácidos betulínico e oleanólico usando o enchimento de uma coluna 
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preparativa e uma fase móvel de acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v), com uma 
configuração 2-2-2-2 (quatro secções com duas colunas preparativas por secção). 
As condições ótimas foram obtidas pela Teoria do Triângulo e foram efetuadas 
várias simulações com o intuito de estudar o desempenho do SMB através de 
quatro indicadores: pureza, recuperação, consumo de solvente e produtividade. 
Observou-se que o estado estacionário cíclico era atingido ao 40º ciclo, 
conseguindo-se valores de pureza e recuperação superiores a 99 %: na corrente 
de extrato, temos o ácido oleanólico com pureza de 99.10 % e recuperação 99.96 
% e, na corrente de refinado, temos o ácido betulínico com uma pureza de 99.05 
% e recuperação de 99.05 %.  
Em conclusão, esta dissertação demonstra a viabilidade da separação dos 
ácidos betulínico e oleanólico por SMB, assegurando purezas mais elevadas do 
que as encontradas no mercado o que se pode traduzir num elevado potencial nas 
mais diversas áreas de aplicação destes compostos bioativos. 
 
Sugestões para trabalho futuro 
Sendo a seleção da fase móvel crucial na separação dos ácidos triterpénicos 
por Leito Móvel Simulado (SMB) é importante o estudo dos solventes e fases 
estacionárias que melhor se adequem para a separação dos ácidos oleanólico e 
ursólico. 
 Sabendo que as caraterísticas do adsorvente têm influência no processo 
de separação é importante efetuar estudos numa coluna preparativa por forma a 
avaliar os parâmetros medidos com a coluna analítica  
Por fim, realizar ensaios cromatográficos numa unidade SMB (que está a 
ser montada no laboratório do grupo EgiChem) para otimizar as condições de 
operação e confirmar a sua viabilidade no isolamento dos ácidos betulínico, 
oleanólico e ursólico, em particular os dois últimos que são mais difíceis de 
separar. 
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A. Anexos 
A.1. Tabelas gerais dos adsorventes e desorventes  
 
 Tabela A.1.1- Tabela geral dos adsorventes e desorventes e condições operatórias utilizados nos 
ensaios cromatográficos com mistura ternária para o estudo preliminar de adsorventes e 
desorventes para misturas ternárias (secção 4.2). 
 
Mistura ternária 
Colunas Solventes (%, v/v) C (mg/mL) 
Q 
(mL/min) 
Dissolução dos 
ácidos triterpénicos 
Apollo 
Metanol/água 95/5 
0.1 0.4 
Metanol/água 95/5 0.03 0.4 
0.02 0.4 
Metanol 0.1 0.4 metanol 0.05 0.4 
Acetonitrilo 
0.05 0.4 
Acetonitrilo 0.05 1.5 0.01 0.4 
0.005 0.4 
Metanol/Butanol 63/38 0.1 0.4 Metanol/água 95/5 
Metanol/2-propanol 70/30 0.1 0.4 Metanol/água 95/5 0.01 0.4 
2-propanol 
0.1 0.3 Metanol/água 95/5 0.01 0.3 
0.1 0.3 2-propanol 0.01 0.3 
Acetonitrilo/metanol 50/50 0.1 0.4 Metanol 0.01 0.4 
Acetonitrilo/metanol 70/30 0.1 0.4 Metanol 0.01 0.4 
Spherisorb 
S10 
Metanol/água 95/5 0.1 0.4 Metanol/água 95/5 0.01 0.4 
Metanol 0.1 0.4 Metanol 0.01 0.4 
Acetonitrilo/metanol 50/50 0.1 0.4 Metanol 0.01 0.4 
Acetonitrilo/metanol 70/30 0.1 0.4 Metanol 0.01 0.4 
Spherisorb 
S5 
Metanol/água 95/5 0.1 0.4 Metanol/água 95/5 0.01 0.4 
Metanol 0.1 0.4 Metanol 0.01 0.4 
Acetonitrilo/metanol 50/50 0.1 0.4 Metanol 0.01 0.4 
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Tabela A.1.2- Tabela geral dos adsorventes e desorventes e condições operatórias utilizados nos 
ensaios cromatográficos com compostos puros para o estudo preliminar de adsorventes e 
desorventes para compostos puros (secção 4.2). 
 
Puros 
Coluna Solventes (%, v/v) 
Ácidos 
triterpénicos 
(BA, OA e 
UA) 
C 
(mg/mL) 
Q 
(mL/min) 
Dissolução dos 
ácidos 
triterpénicos 
Apollo 
Metanol/água 
95/5 
BA 
0.5 0.4 
Metanol/ 
água 95/5 
0.1 0.5 
0.1 0.7 
0.1 1 
0.1 1.3 
OA 
0.1 0.4 
0.1 0.5 
0.1 0.7 
0.1 1 
0.1 1.3 
UA 
0.1 0.4 
0.1 0.5 
0.1 0.7 
0.1 1 
0.1 1.3 
Metanol 
BA 0.1 0.4 
Metanol OA 0.1 0.4 
UA 0.1 0.4 
Acetonitrilo 
BA 
0.05 0.4 Acetonitrilo 0.025 0.4 
0.1 0.4 
Metanol 0.05 0.4 
0.01 0.4 
OA 
0.05 0.4 Acetonitrilo 
1.1 0.4 
Metanol 0.1 0.4 
0.05 0.4 
UA 0.05 0.4 Acetonitrilo 
Metanol/ 
butanol 63/38 
UA 2.0 0.4 Metanol/ 
água 95/5 OA 1.0 0.4 
Metanol/ 
2-propanol 
70/30 
BA 1.0 0.4 Metanol/ 
água 95/5 OA 1.0 0.4 UA 2.0 0.4 
2-propanol 
BA 
1.0 0.4 Metanol/água 
95/5 1.0 0.3 0.1 0.3 
0.1 0.3 2-propanol 
OA 0.1 0.3 
Metanol/ 
água 95/5 
0.1 0.3 2-propanol 
UA 0.1 0.3 
Metanol/ 
água 95/5 
0.1 0.3 2-propanol 
Acetonitrilo/ 
metanol 50/50 
BA 1.0 0.4 
Metanol OA 1.1 0.4 
UA 1.0 0.4 
63 
  
A.2 Cálculo do coeficiente de dispersão axial, ࡰ܉�,ܑ 
 
O coeficiente de dispersão axial, ܦୟ୶,୧ foi determinado segundo a correlação 
de Edwards e Richardson [49], que considera dois mecanismos: a difusão 
molecular (ܦ୫,୧) e os fluxos à volta das partículas adsorventes (equação A.1). 
 ܦୟ୶,୧ = Ͳ.͹͵ܦ୫,୧ + Ͳ.ͷ݀୮ݑ (A.1) 
 
onde ݀୮ é o diâmetro da partícula e ݑ é a velocidade intersticial do líquido. 
 O coeficiente de difusão molecular foi estimado segundo o método de 
Wilke-Chang [68]: 
 ܦ୫,୧ = ͹.Ͷ×ͳͲି଼ ܶඥ�ܯ୤�୤�ୠ୮,୧଴.଺  (A.2) 
 
onde  ܶ  é a temperatura, � é o fator de associado do solvente, f, ܯ୤ é a massa 
molecular do solvente,��୤, é a viscosidade do solvente e �௕௣,௜ é o volume molar do 
soluto i nas condições temperatura de ebulição normais. Neste caso como o 
solvente se trata de uma mistura acetonitrilo/metanol 50/50 (%, v/v) e o valor 
de � recomendado por Wilke e Chang é de 1. 
O volume molar do soluto i nas condições temperatura de ebulição normais 
é estimado pela equação A.3,  
 �௕௣,௜ = Ͳ.ʹͺͷ�௖ଵ.଴ସ଼ (A.3) 
 
 
onde �௖ é o volume molar crítico, que foi obtido através do Aspen Properties® V8.4. 
